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A imobilizacao celular € um termo que descreve as muitas formas em que as células podem ser
encapsuladas ou aprisionadas. Um dos métodos mais utilizados da imobilizacdo celular é a
encapsulacdo em matriz porosa. E baseada na inclus&o de células dentro de uma rede/malha rigida
impedindo que as células se difundam no meio. Possui vantagens comparada com o sistema
convencional, como a alta densidade celular e processos mais rapidos, mas a transferéncia de massa
e 0s parametros ideais sao dificuldades encontradas na encapsulacdo. Neste trabalho foi estudado o
processo de imobilizacdo celular de leveduras através da técnica de encapsulacdo em alginato de
célcio durante a fermentagdo alcodlica. Para isso, realizou-se 4 etapas: a pré-fermentacao, teste
experimentais preliminares, experimento e a aplicacdo da encapsulacdo. Com os testes preliminares
foi possivel encontrar 11 variaveis que influenciam na encapsulagéo, onde 3 delas foram estudadas
no expeirmento: a concentracdo do alginato de sédio, do cloreto de calcio e a concentracao inicial de
leveduras. Nas concentracdes de 3% e 4% de alginato de sddio, o pH, °Brix, a turbidez e o diametro
das esferas foram semelhantes, mas utilizou-se a concentracdo de 3% nas proximas fermentacdes
para diminuigdo dos custos. O mesmo foi observado com 3% e 4% de cloreto de célcio nas analises
de etanol e consumo de substrato. Com diferentes concentracdes inicias de levedura (4x105, 5x106
e 1x107 células/mL), verificou-se que com a maior concentracdo de levedura o processo de
fermentacdo foi mais rapido. O produto selecionado para aplicar essas varidveis foi a sidra.
Conseguiu-se obter uma producao de etanol maior na sidra com leveduras imobilizadas que nas
leveduras livres, jA que nas primeiras leveduras sdo protegidas do etanol pela matriz. Andlises de
turbidez e coloracdo entre as sidras foram relacionadas. Com imagens realizadas pelo MEV,
observou-se o crescimento celular nas esferas de alginato de célcio. Concluem-se que a encapsulacao
de leveduras com alginato de calcio possui vantagens como: alta concentracdo de células e producao
de etanol mais rapida, e quando estudada as suas variaveis, é possivel reduzir os custos desse
método de imobilizacéo.

Palavras-chave: Encapsulacdo. Fermentagéo alcodlica. Leveduras imobilizadas.




L'immobilisation cellulaire est un terme qui décrit les nombreuses facons dont les cellules peuvent étre
encapsulées ou piégées. L'une des méthodes d’immobilisation cellulaire la plus utilisée est
'encapsulation dans une matrice poreuse. Elle est basée sur l'inclusion de cellules dans un réseau /
maillage rigide les empéchant de se répandre dans le milieu. Elle présente des avantages par rapport
au systeme conventionnel, telle gu'une densité cellulaire élevée et des processus plus rapides mais,
le transfert de masse et les paramétres idéaux sont des difficultés rencontrées lors de I'encapsulation.
Dans ce travall, le processus d'immobilisation des cellules de levure a été étudié par la technique
d'encapsulation d'alginate de calcium au cours de la fermentation alcoolique. Pour cela, quatre étapes
ont été effectuées: pré-fermentation, tests expérimentaux préliminaires, expérience et application de
I'encapsulation. Avec les tests préliminaires, il a été possible de trouver 11 variables qui influencent
I'encapsulation dont 3 ont été étudiées dans le expérience: la concentration en alginate de sodium et
em chlorure de calcium et la concentration initiale en levures. Aux concentrations de 3% et 4%
d'alginate de sodium, le pH, le Brix, la turbidité et le diamétre des billes étaient similaires mais, dans le
but de réduire les colts nous avons utilisé la concentration de 3%. La méme chose a été observée
avec 3% et 4% de chlorure de calcium dans les analyses d'éthanol et la consommation de substrat.
Avec différentes concentrations initiales de levure (4x105, 5x106 et 1x107 cellules/mL), il a été vérifié
gu’avec une concentration plus élevée de levure, le processus de fermentation était plus rapide. Le
produit choisi pour appliquer ces variables a été le cidre. Il a été possible d'obtenir une production de
cidre plus importante avec les levures immobilisées qu’avec les levures libres, puisque les premiéres
sont protégées de I'éthanol par la matrice. Les analyses de turbidité et de coloration entre les cidres
ont été comparées. Une croissance cellulaire a été observée dans les billes d'alginate de calcium grace
a des images réalisées par meb. Nous concluons que I'encapsulation de levures avec de l'alginate de
calcium présente des avantages tels que: une concentration cellulaire élevée et une production plus
rapide d’éthanol et, en étudiant ses variables, il est possible de réduire les colts de cette méthode
d'immobilisation.

Mots-clés: Encapsulation. Fermentation Alcoolique. Levures Immobilisées.
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A fermentacdo alcoolica € um processo bioquimico no qual as leveduras transformam
acucares simples, como glicose e sacarose em etanol e dioxido de carbono, sem a presenca de
oxigénio (processo anaerébio). Geralmente a levedura mais utilizada é a Saccharomyces cerevisiae,
por possuir um alto rendimento de reagao e baixo custo industrial.

Ha muitos trabalhos encontrados na literatura sobre a otimizacéo do processo de fermentacao
alcoolica, como a modificacdo de leveduras, meios, temperaturas, tempo, pH etc. Um processo

biotecnolégico crescente nos estudos atuais, no entanto, é a imobilizacao celular.

A imobilizacdo celular € uma técnica de aprisionamento de células em matrizes ou suportes
deforma que no espagco onde essas células estdo, suas atividades cataliticas sejam mantidas
(COVIZZI et al.,, 2007). Ha diversos materiais que podem ser imobilizados, como as células de

leveduras, bactérias, enzimas, ect.

Essa técnica possui inUmeras vantagens em comparagdo com O processo convencional,
como a utilizacdo de alta densidade celular e a reutilizagdo das células (BATISTA, 2005). Na
fermentacdo alcodlica, possui a vantagem de diminuir o tempo do processo e aumentar a producéo,

podendo haver a eliminagcédo de processos industrias como a filtracao.

A utilizac&o do gel de alginato de célcio para encapsular as leveduras é um método simples,
barato e ndo téxico as células (BATISTA, 2005). No entanto ha varios parametros a serem estudados
a fim de conseguir uma encapsulacdo adequada. Uma das principais vantagens dessa técnica é
conseguir uma boa transferéncia de massa entre as leveduras que estdo dentro das esferas de

alginato de célcio com o meio a ser fermentado.

Este trabalho tem como objetivo estudar o processo de imobilizacdo celular de leveduras
através da técnica de encapsulacdo em alginato de célcio, avaliando as variaveis que interferem na

encapsulacdo, durante a fermentacéo alcodlica.

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho € estudar a imobilizacao celular de levedura, pelo método de

encapsulacdo em gel de alginato de célcio, e seus efeitos na fermentagéo alcoolica.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desse trabalho séo:

1.

2.

Estudar as variaveis do processo de encapsulacdo com gel de alginato de calcio;
Diminuir os interferentes durante a fermentacdo com leveduras imobilizadas;
Determinar os melhores parametros para a encapsulacdo com alginato de célcio;

Comparar o processo entre a fermentagdo com leveduras livres e leveduras

imobilizadas; e

Aplicar os resultados obtidos da fermentacdo alcodlica em meio sintético para um

produto, a sidra.
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IMOBILIZACAO CELULAR

A imobilizacéo celular € um termo que descreve as muitas formas em que as células podem
ser encapsuladas ou aprisionadas (BOFO; CASTRO; MEDEIROS, 2005). Pode ser definida como:
“Confinamento fisico ou localizacdo de células intactas para uma determinada regido de espaco; sem
perda da atividade biolégica desejada “(WILLAERT, 2011). Covizzi et al. (2007) destacam que a
imobilizagdo celular € uma das alternativas encontradas com a finalidade de “engenheirar’ os

microrganismos.

A célula imobilizada € uma célula em que por meios naturais ou artificiais € impedida de se
mover, independente do que esta ao seu redor, para a fase aquosa do sistema em estudo (TAMPION;
TAMPION, 1988). No espaco onde as células estdo confinadas sdo mantidas suas atividades
cataliticas, em processos de operacdo continua ou descontinua, possibilitando a reutilizacdo das

mesmas e podendo aplicar em escala laboratorial ou industrial (COVIZZI et al., 2007).

As caracteristicas fisicas e bioquimicas da matriz imobilizante e o método utilizado séo fatores
essenciais em um adequado sistema de imobilizac&o. Assim, esses fatores podem sempre variar de
um caso a outro, mas ha alguns fatores que geralmente sao desejaveis em todas as imobilizacdes,
como: ser reutilizavel, possuir uma facil separacao das células, ser economicamente viavel, ndo ser

toxico as células, suportar uma massa celular elevada, entre outros (WILLAERT, 2011).

Essa técnica iniciou-se quando Nelson e Griffin em 1916 relataram que a enzima invertase,
guando adsorvida em carvao ativado, tinha a mesma atividade que a enzima soluvel (Figura 1), mas

foi a partir dos anos 60 que os estudos evoluiram (ASSIS et al., 2010).
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Figura 1 - Pesquisa de Nelson e Griffin em 1916

{CoNTRIBUTION FROM THE ORGANIC LABORATORY, CoOLUMBIA UNIVERSITY AND THE
HARRIMAN RESEARCH LABORATORY NoO. 263.)

ADSORPTION OF INVERTASE.

By J. M. Nmwson axo Eowanp G. Grrrex
Received March 11, 1916,

Hedin and his collaborators, Jahnson-Blohm, and Eriksson,' found
that the presence of certain substances like serum, egg albumin, saponin,
cholestrin, and in some cases the substrate itself, lessened the inhibition
of the activity of enzymes like rennet, trypsin and invertase. brought
about by the presence of solid powders (charcoal), or substances soluble
in water as colloids (serum and egg albumin). They considered this inhi-
bition as due to the adsorption and removal of the enzyme from the sphere
of action by the charcoal or serum. When, however, certain substances
capable of being adsorbed by the inhibitor are present or added to the
reaction mixture, they can replace part or all of the enzyme in the enzyme-
adsorbent, and the liberated enzyme becoming active again, decreases the
amount of inhibition.

Fonte: Nelson e Griffin (1916)

O aumento do conhecimento e pesquisas por esta técnica pode ser avaliado pelo crescente
namero de artigos publicados, como mostra no Gréafico 1. Citando-se a palavra-chave “cellular

immobilized” na base de dados Web of Science, podemos construir um grafico da evolucéo.

Grafico 1 - Evolucéo na Técnica de Imobilizagdo Celular Através de Artigos e Publicados
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Fonte: Web of Science (2018)

O sistema imobilizado possui vantagens quando comparado com o sistema de células livres:

permite a operacdo em condi¢des de alta densidade celular, possibilita a reutilizacdo das células em
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sistemas em bateladas e continuo (BATISTA, 2005), aumenta a produgdo e consequentemente a
eficiéncia de processos biotecnolégicos reduzindo os custos de producédo (ZATTERA et al., 2015),
possibilita a retirada de etapas do processo como etapas de extracdo, isolamento, filtracdo e
purificacdo (COVIZZI et al., 2007).

Mas também € uma técnica com limitacdes: podendo ser mais caro, a transferéncia de massa
pode afetar a fisiologia e cinética do crescimento celular (COVIZZI et al., 2007), também a evolucao

de gases e o crescimento celular pode fazer com que a matriz se rompa (WANG et al., 2005).

Ha vérias condicbes que podem influenciar na imobilizacdo celular, como as matrizes que
podem ser utilizadas, o método de imobilizagéo, a concentracao celular inicial e do meio de cultivo, o
tamanho das esferas e dos poros (BASSANI, 2018). Essas condi¢cbes fazem com que o rendimento,
eficiéncia e velocidade da fermentacdo sejam diferentes. Esses fatores levam a varios estudos do
melhoramento da imobilizac&o celular e pode-se observar que é necessario escolher uma adequada

metodologia.

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DA IMOBILIZACAO CELULAR

A imobilizagdo celular vem ganhando importancia em diversas areas nos ultimos anos
(ELAKKIYA; PRABHAKARAN; THIRUMARIMURUGAN, 2016), podendo ser aplicada a todos os tipos

celulares: fungos, bactérias, células vegetais e animais (Quadro 1).

Quadro 1 - Aplicacdes Biotecnoldgicas da Imobilizac&o Celular

Aplicacéo Agente Matriz utilizada Referéncia
Imobilizante/Microrganismo
Producéo de Rhizopus oryzae; Criogel de PVA MASLOVA et al.,
acidos organicos Actinobacillus succinogenes 2019
Descoloracao de Brevibacillus laterosporus e Alginato de célcio KURADE et al., 2019
efluente téxtil Galactomyces geotrichum PVA

Esponja de aco
inoxidavel e PUF

Remocéo do Alcaligenes sp PUF Ll et al., 2019
cianeto
Producéo de Saccharomyces diaststicus Mucuna urens ADELABU et al.,
bioetanol 2019
Lise enzimética Lisozima Zedlito NA-Y LEE et al., 2019
Biodetxificacéo Bordetella sp Quitosana SINGH et al., 2019
Producéo de Bacillus subtilis Alginato OLIVEIRA et al.,

lipase 2019
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Clarificacdo de Pectinase Alginato de célcio DENG et al., 2019
sucos Suco de
fruta
Tratamento de Microalga Alginato KATAM;
efluentes BHATTACHARYYA,
2019
Remocéo de Rhodococcus opacus Microesferas DOBROWOLSKI et
metais pesados sintéticas al., 2019
Producéo de Monascus purpureus Alginato de calcio LIU et al., 2019
pigmentos
*PVA: alcool polivinilico; PUF: fibra de poliuretano; CA-PVA: filme de alginato de célcio-alcool polivinilico

Fonte: Autoria prépria

Percebe-se a partir dos dados da Quadro 1 que a imobilizacdo celular ndo é apenas aplicada
em diferentes géneros de microrganismos, mas também utilizada para enzimas e algas. Ha diversas
matrizes imobilizantes que podem ser aplicadas tais como o alginato, alcool polivinilico, a quitosana,
e ainda pode-se utilizar plantas, assim como Adelabu et al. (2019) utilizaram a Mucuna urens para

imobilizar leveduras para a producédo do bioetanol.

Pigmentos produzidos a partir da fermentacédo, lipases produzidas por Bacillus subtilis,
producado de acidos organicos por varias células microbianas, sdo alguns exemplos que demostram
um dos focos da imobiliza¢éo celular, assim como o aumento da produtividade de compostos (LIU et
al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019.; MASLOVA et al., 2019.).

A imobilizag&o tem muitas aplicagcbes como medida para melhorar o meio ambiente, podendo
ser aplicado na biorremediacdo de aguas residuais, diminuindo o cianeto e carbono presentes,
descolorindo corantes descartados pelas industrias téxteis, ou também na remocéo de metais pesados
(LI et al., 2019).

Em industrias alimenticias também se utiliza a imobilizacdo celular, como na producdo de
bebidas ou clarificacdo de sucos, com o objetivo de remover algumas etapas do processo, como a

filtracdo, e também conseguir uma facil remocéo dos microrganismos (DENG et al., 2019).

Uma busca sistematica realizada por Kovaleski (2017) relata que a técnica de imobilizacdo
celular de leveduras utilizando a encapsulagdo em matriz de alginato de célcio tem inimeras

aplicacdes, sendo que a producado do etanol foi a mais relatada em artigos cientificos.

Zattera et al. (2015) imobilizaram leveduras para producdo de vinhos e espumantes,
comparando o rendimento, eficiéncia e a velocidade dos processos fermentativos. Obteve-se que para

esses 3 parametros o tratamento com a levedura imobilizada foi um pouco menor, mas apesar disso

o resultado foi satisfatorio pois houve uma reducao de etapas, como a remuage, clarificacao e filtragdo.
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METODOS DA IMOBILIZACAO CELULAR

Os meétodos de imobilizagdo celular podem ser divididos pela interacdo entre a matriz e o
agente imobilizante. Essas interacdes podem ser atraves de ligacdes ibnicas, covalentes ou adsorcéo
em uma superficie, podem ser encapsuladas em membranas ou matrizes porosas, ou podem se

agrupar através de floculacéo (Figura 2).

Figura 2 - Diferentes Métodos da Imobilizacao Celular
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Fonte: Autoria propria

Também pode-se utilizar mais de um desses métodos para a imobilizacdo celular,
denominado de imobilizagcdo hibrida (COVIZzI, 2007). Tacin (2015) encapsulou a enzima &lcool
desidrogenase com a matriz de alginato de céalcio e depois acrescentou uma membrana de quitosana,

para obter melhores resultados da imobilizacéo.

IMOBILIZACAO CELULAR EM SUPERFICIE

Para a imobilizacdo celular em superficie € necesséario a escolha de um suporte adequado,
segundo Mendes (2009, p.13) as principais caracteristicas a serem observadas sao: “area superficial,
permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e composicdo, natureza

hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica, custos e outras”.

Ha trés tipos de ligacdo entre a célula e o suporte de imobilizacédo (Figura 3), ligacdo idnica,

covalente e por adsorcéo.
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Figura 3 - Ligagdes Entre a Célula e o Suporte de Imobilizagéo

oo g gor
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Fonte: Covizzi (2007)
A ligacéo entre a célula e o suporte por adsor¢céao se da por ligacdes de baixa energia, como
Van der Waals, ligac6es de hidrogénio, hidrof6bicas, entre outras. Ja a imobilizacdo por meio de
ligagbes covalentes possui uma interacdo mais estavel e forte (ELAKKIYA; PRABHAKARAN;
THIRUMARIMURUGAN, 2016).

Ha diversos materiais que podem ser utilizados para essa imobilizacdo, como sefax, resina
sintética, celulose, polietileno, polipropileno etc. Também pode-se utilizar aditivos ou solventes durante
0 processo de imobilizagéo, para melhorar a eficiéncia (VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Monteiro et al. (1993) estudaram a imobilizacdo da lipase por adsor¢cdo em suportes de
polipropileno sob diferentes condi¢des. Relataram que houve um aumento significativo da atividade
da enzima quando realizado o pré-tratamento do suporte com solvente organico. Segundo os autores,
acontece uma melhor adsorcédo da proteina ao suporte pois o solvente polar “absorve” as moléculas

de &gua fazendo com que essas ndo escapem durante 0 processo.

Conceicdo et al. (2014) imobilizaram a enzima peroxidase em silicas mesoporosas com
diferentes tamanhos e volumes de poros para possivel comparacdo. Para isso, as silicas foram
ativadas com glutaraldeido 2,5% para realizar a imobilizagcéo por ligacdo covalente. Observou-se que
guando a silica possuia tamanhos de poros maiores a eficiéncia da imobilizacdo aumentava, provando

assim que os tamanhos dos poros influenciam na imobilizacéo.

O tempo, temperatura, pH e concentracdo da enzima invertase foram avaliados quando
imobilizada em resinas através de ligacdes ibnicas. Cabral et al. (2012) conseguiram encontrar as
condic¢Oes ideais da imobilizagdo da invertase, conseguindo um maximo rendimento na hidrélise da

sacarose para obtencao do acucar invertido, um acgucar muito utilizado nas industrias alimenticias.

IMOBILIZACAO POR FLOCULACAO DAS CELULAS

Segundo Covizzi (2007, p. 32) “a floculagéo consiste na formacgéao de agregados celulares em

suspensao, associada a uma rapida sedimentacdo de maneira natural, ou na presenca de agentes

floculantes ou ligantes”. Alguns organismos tendem a se agrupar ou formar particulas de flocos
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naturalmente, como algumas cepas de Zymomonas mobilis que formam particulas de flocos naturais

gue sao estaveis mesmo quando expostas a alto cisalhamento em biorreatores (SCOTT, 1983).

Para outros organismos € necessario adicionar um componente para acontecer a floculacgéo,
como por exemplo Rehn (2013) que utilizou-se a quitosana para a floculacdo da Escherichia coli.
Nesse estudo demostrou-se o efeito da imobilizagdo com propriedades diferentes da quitosana (pesos
moleculares e grau de acetilacdo). Obteve-se que um maior peso molecular e baixo grau de acetilacao
foram as propriedades mais favoraveis, resultando em uma boa estabilidade do floco e rapida

sedimentagao.

ENCAPSULACAO EM MEMBRANAS

Assim como na imobilizacdo de suporte, a escolha da membrana também ira influenciar na
eficiéncia da imobilizagdo. As membranas sintéticas mais utilizadas sédo: membranas de ultrafiltracéo,
ceramica, borracha de silicone, entre outros. O transporte pode ser por difuséo e/ou por fluxo induzido,

através de uma diferenca de pressao sobre a membrana (WILLAERT, 2011).

Chung, Loh e Tay (1998) imobilizaram a bactéria Pseudomonas em membrana de polissulfona
para a degradacéo de altas concentracfes de fenol. Obtiveram diferentes resultados do sistema com
a bactéria imobilizada e livre, sendo que o sistema imobilizado conseguiu degradar uma concentracao
maior de fenol, por possui uma grande vantagem de que as células ndo sdo diretamente expostas a

toxidade do fenol.

Um dos métodos de encapsulacdo em membranas, é através da policondensacéo interfacial,
no qual um polimero é produzido na interface de duas fases imisciveis. Essas microcapsulas séo
produzidas através da imersdo de goticulas de tamanho uniforme de uma fase organica, em uma
solugcéo aquosa (JANSSEN; BOERSMA; NIJENHUIS, 1992).

ENCAPSULACAO ATRAVES DO APRISIONAMENTO EM MATRIZ POROSA

O método de aprisionamento em gel de alginato de célcio é a técnica mais utilizada na
encapsulacdo em matriz, por ser um método simples, barato, ndo téxico para as células microbianas

(BATISTA, 2005). Baseia-se na incluséo de células dentro de uma rede/malha rigida impedindo que

as células se difundam no meio e permitem a transferéncia de nutrientes e metabdlitos (JUNIOR,
2006).
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A diferenca entre a encapsulacdo em membranas e o aprisionamento em matriz porosa é que
guando as células sao encapsuladas por uma membrana, as células ficam livres dentro e a membrana

por volta, ja com o aprisionamento em matriz porosa, essa matriz esta contida junto as células.

Além do alginato de sodio também pode-se utilizar outros géis, como: agarose, quitosana,
agar, gomas, etc. A matriz deve ter porosidade suficiente para permitir o transporte de substrato para

dentro e fora do produto, enquanto limita as células (SCOTT, 1987).

O método classico para a encapsulacdo com matriz porosa € o0 método de extrusédo
(ETCHEPARE et al., 2015). Esse método inicia-se pela preparacdo de uma solucao de alginato de
sédio, depois junta-se com um volume de suspensédo celular. Essa mistura ira gotejar em uma solucao

de cloreto de célcio, formando assim pequenas esferas de alginato de calcio (Figura 4).

Figura 4 - Esquema do Procedimento de Encapsulacao Celular em Alginato de Célcio
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Fonte: Geise (2015)

A encapsulacdo em matriz porosa € uma alternativa para o melhoramento de bioprocessos,
por isso ha inumeros trabalhos que estudam esse processo para diversas finalidades (BASSANI,
2018). Gu et al. (2019) encapsularam um probio6tico (Bifidobacterium pseudocatenulatum) em esferas
de alginato para protegé-los durante o transito pelo intestino humano, quando consumidos como

alimentos funcionais ou suplementos.

Farbo et al. (2016) aplicaram a encapsulacdo como uma técnica de biossorcdo de uma
micotoxina. A levedura Candida intermedia encapsulada em alginato de célcio foram introduzidas ao

suco de uva para remover a ocratoxina (OTA). Xiangliang, Jianlong e Daoyong (2005) utilizaram a

mesma técnica, mas para a biossorcdo de chumbo em efluentes contaminados.
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O alginato pode ser produzido industrialmente, através de bactérias, ou ser extraido de algas,
0 que o torna mais caro (MULLER et al., 2011). Independente da sua origem o alginato possui
propriedades de interesse em varias areas, e essas propriedades sdo caracteristicas do alginato

devido a sua estrutura quimica.

QUIMICA DO ALGINATO

O alginato € um polissacarideo extraido principalmente de algas marrons e é constituido de
sais de acidos alginicos, sendo esses o0 acido manurdnico e acido gulurdnico, unidos por ligagbes 1,4
(Figura 5), mas a composicado e sequéncia pode variar, dependendo da alga de origem (JUNIOR,
2006). Esses &cidos se ligam formando blocos homopoliméricos M-M e G-G ou heteropoliméricos M-
G (ORTIZ, 2017).

Figura 5 - Estrutura do Alginato: Acido Manurdnico (M) e Acido Gulurénico (G)

Fonte: Junior (2006)

Devido a sua capacidade de reter agua e suas propriedades gelificantes, viscosificantes e
estabilizantes, o alginato € muito utilizado nas industrias de cosméticos, téxtil, farmacéuticas,
alimentos (THU; SMIDSROD; BREAEK, 1996.; COSTA, 2019).

O alginato de sédio é soluvel em agua e se torna insolUvel na presenca de cations bivalentes,
como Ca** ou Mg**, por isso o gotejamento em cloreto de calcio para o processo de encapsulacéo

celular (ORTIZ, 2017). A Figura 6 demostra a formacdo do gel de alginato de calcio através de

estruturas quimicas.
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Figura 6 - Formacdo do Gel de Alginato de Célcio Através de Estruturas Quimicas
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Fonte: Kawaguti e Sato (2008)

A primeira etapa representa os homopolimeros de unidade de acido gulurénico em solucao,
depois ocorre a ligacdo entre as cadeias homopoliméricas através dos ions de célcio situadas entre
0S grupos de carga negativa, e por ultimo a formacéo da rede de gel alginato de calcio (KAWAGUTI;
SATO, 2008).

Quando utiliza-se o gel de alginato de célcio para encapsular 0s microrganismos, esses sao
adicionados ao alginato de sodio para que eles estejam juntos na formacéo da rede de alginato de
célcio e permanecam estaticos. E importante certificar-se que ndo ocorra uma interacdo entre o

alginato de calcio e o microrganismo, por isso a encapsulacdo de leveduras com gel de alginato de

calcio é sempre estudada, pois ndo ha interacdo “matriz-células”.
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MICRORGANISMO

Os microrganismos sdo aqueles seres vivos que nao podem ser observados sem o auxilio de
um microscopico, geralmente sdo constituidos por apenas uma célula. Os principais grupos de
microrganismos sao: virus, bactérias, protozoarios e fungos. Virus sao seres acelulares, menores e
mais simples que a estrutura das bactérias, contem geralmente apenas um tipo de acido nucléico
(DNA ou RNA) (VIEIRA; FERNANDES, 2012), j4 as bactérias ndo possuem nucleo e seu DNA esti
livre dentro da célula (LABACVET, 2017). Os protozoarios séo seres eucariontes como alguns fungos,
mas néo apresentam parede rigida como eles (VIEIRA; FERNANDES, 2012).

A microbiologia é a area que estuda todos esses seres vivos microscépicos e suas atividades.
Esse ramo da biologia comecou com as lentes de aumento que possibilitavam visualizar os
microrganismos. A microbiologia basica estuda a natureza, propriedades, -caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas, genética, ecoldgica desses microrganismos. Ja a microbiologia aplicada
estuda o beneficio desses seres, como a utilizagdo em processos industriais, producao de alimentos,
controle de doencas etc (VIEIRA; FERNANDES, 2012).

O uso dos microrganismos para produzir produtos que beneficiam e melhoram a vida do
homem ja acontece ha muitos anos (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009). Segundo Manfio (2003) os
microrganismos foram os primeiros seres vivos a colonizar a Terra, sendo que hoje estdo em todos
os ambientes devido a sua morfologia e sua grande diversidade genética. Os numeros de
microrganismos conhecidos sdo altos, mas ainda ha muitos desconhecidos devido a falta de
conhecimento sobre a diversidade microbiana e as limitagdes dos métodos utilizados para o
isolamento e cultivo desses (PALLERONI, 1996).

Antonie Van Leuuwenhock é considerado o “pai da microbiologia” por ter sido a primeira
pessoa a observar bactérias e protozoarios vivos (OLIVEIRA, 2012). Fabricando seus proprios
microscopicos, pois sabia cortar e polir as lentes, Leeuwenhoek comecou a lidar com as lupas para
cortar fios de tecido, e apds isso ele utilizou o instrumento para observar outras coisas (raspa de seus
dentes, agua de lagoas, sangue, esperma), descrevendo o que descobria (KARAMANOU et al., 2010).
Fabricou mais de 500 microscépicos que podiam ampliar um objeto em 200 a 300 vezes do seu
tamanho original, observou vérias criaturas vivas que chamou de animaliculos, os quais foram
renomeados de “microrganismos” no final do século XVII (OLIVEIRA, 2012).

Um dos microrganismos muito estudado para diferentes fins, sdo as leveduras.

Pertencentes ao grupo dos fungos, sdo organismos eucariéticos e unicelulares encontrados nas

plantas, ar, alimentos e solo (QUALI, 2016). Estas se reproduzem por brotamento, onde a célula mae
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da origem a uma ou mais células novas. Grande parte dessas leveduras tem um formato oval (Figura
7).

Figura 7 - Saccharomyces cerevisiae Obtida Através de Microscopio

o

Fonte: Coelho (2013)

A palavra levedura tem origem no termo latino levare com o sentido de “crescer” ou “fazer
crescer”. As leveduras podem ser utilizadas tanto na industria quanto na agricultura. A Saccharomyces
cerevisiae é a espécie mais conhecida, também chamada de “levedura de padeiro” ou “levedura da
cerveja”, pois sdo capazes de produzir alcool e diéxido de carbono a partir de acucares. Ela pode ser
aplicada para: inéculo para producéo de pédo, cerveja e vinho, em ragdes animais, probiéticos para
animais e humanos, biocatalizadores em quimica organica, suplementos alimentares, aromatizantes,

entre outros.

Atualmente, inUmeras pesquisas sao realizadas utilizando as leveduras, como por exemplo a
liderada pelo autor Paulino et al. (2017) que estudaram diversas leveduras cultivadas no recife
brasileiro por serem pouco exploradas nos corais, relatando a importancia das leveduras na area
ambiental. Lo et al. (2017) investigaram leveduras patogénicas em superficies de frutos, também
estudaram a producéo de flavour por diferentes leveduras (GRONDIN et al., 2017; BERTUZZI et al.,
2017), entre muitas outras finalidades, sendo a principal delas: a fermentacao alcodlica.

A levedura realiza a fermentagdo com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria

para a sua sobrevivéncia. Logo, busca-se as condi¢des ideais para que elas trabalhem, obtendo maior

eficiéncia no seu subproduto, que € o alcool.
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FERMENTACAO ALCOOLICA

O &lcool é conhecido desde a pré-histéria, a arqueologia aponta que algumas civilizagbes ja
0 usavam, em cerca de 6 mil anos antes de Cristo, com a fermentacéo de cereais e frutas. Passou a
ser consumido de diferentes formas por diversos povos ligados a cultura. Egipcios, romanos, persas
e babilonios registraram alguma forma de uso. Apesar de fermentarem mel e cevada, foi a uva que
obteve maior difusdo entre gregos e romanos gue tinham clima e solo favoravel para o cultivo, assim
o vinho passou a ter importancia social, cultural e religiosa até sendo usada de forma medicinal. A
maioria dos endlogos dizem que a bebida surgiu por acaso, podendo ter surgido de um punhado de
uvas amassadas esquecidas num recipiente, que sofreram as transformacdes da fermentacéo
(COUTINHO, 2017).

Até o século XIX ndo havia uma explicacdo sobre a causa da fermentacdo. Foi o cientista
francés Louis Pasteur, que enquanto estudava problemas dos cervejeiros e vinicultores da Franca,
descobriu que uma determinada levedura produzia um vinho com uma maior qualidade e com outra
levedura tornava o vinho azedo. Verificou que a fermentacédo estava associada ao crescimento de
leveduras, mas que se essas fossem expostas a grandes quantidades de oxigénio produziam, em vez
de alcool, outros compostos. Assim, Pasteur afirmou que a fermentacdo € uma consequéncia da vida
sem oxigénio (BERCHE, 2012).

Hoje sabemos que a fermentacao alcodlica € uma via anaerdbia realizada por leveduras, em
gue o0s acUcares simples sdo convertidos em etanol e didxido de carbono, como mostra a reacao

seguinte.
CsH1206 + 6H20 —> 2C2HsOH + 2CO2 + 2ATP

A fermentacao alcodlica é dividida em duas fases, a primeira é a glicélise, onde ocorre um
conjunto de reacdes inicias para a degradacao da glicose, sendo semelhante em todos os tipos de
fermentacéo e na respiracdo aerdbia. A segunda fase é a reducdo do &cido pirtvico que resulta em
acido acético, acido lactico, alcool etilico e didxido de carbono, dependendo do tipo de organismo
utilizado (TAIZ; ZEIGER, 2012).

A glicdlise é dividida em duas fases e dez etapas. Na Figura 8 mostra a primeira fase: fase

preparatéria da glicose, onde ela é ativada para acontecer a quebra depois.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Enologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fermenta%C3%A7%C3%A3o
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Figura 8 - Primeira Fase da Glicolise: Fase Preparatoria
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Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2012)

A segunda fase da glicélise é a fase de producéo de energia, com mais cinco etapas, mostrada

na Figura 9.
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Figura 9 - Segunda Fase da Glicélise: Fase de Producao de Energia
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Com o final da glicolise (primeira fase da fermentacao alcodlica) obtém-se 2ATP, 2 NADH e
dois &cidos piravicos. A Figura 10 mostra a segunda fase da fermentacdo alcodlica, a redugcédo do
acido piravico. O piruvato formado na primeira fase sofre descarboxilagdo formando um acetaldeido,

e esse sofre reducéo, oxidando o NADH e formando o etanol.
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Figura 10 - Reduc&o do Acido Piravico
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As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces sé&o as mais utilizadas para a producéo
de é&lcool em escala industrial. Mas estudos recentemente estdo analisando outros géneros de
leveduras para a fermentagdo alcoodlica. Englezos et al. (2018) estudaram a fermentacdo com uma

cultura mista, Saccharomyces cerevisiae e Starmerella bacillaris

Segundo Lima (2001) ha muitos fatores que afetam a fermentacéo alcodlica, sendo elas fisicos
(temperatura, tempo, pressao), quimicos (inibidores, pH, concentracfes inicias de nutrientes) e
microbioldgicos (tipo e concentracdo de leveduras, contaminacao), podendo prejudicar no rendimento

e na eficiéncia da fermentacgao.

O estudo realizado por Alcarde (2000) obteve um bom resultado na diminuicdo de
contaminantes através da radiacdo gama no caldo de cana antes da fermentacao, ele relata que na

maioria das vezes, a contamina¢do microbiana na industria se deve as méas condi¢des de assepsia e

de uma qualidade ruim de matérias prima.
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SIDRA

A sidra é uma bebida alcodlica obtida a partir da fermentac&o alcodlica do mostro de maga. E
produzida e consumida em diferentes regifes da Europa (Franca, Espanha, Portugal, Escécia, Irlanda,
Inglaterra e Austria), nas américas os paises em destaque sdo: Argentina, Chile, México e Estados
Unidos. No Brasil, a sidra é produzida em pequena escala e apresenta pouca significancia no mercado
nacional de fermentados (ROCHA; PUJOL, 2013).

A industria de sidra utiliza cerca de 1.000.000 toneladas de maca por ano, sendo a Franca o
maior produtor de macas para sidra por ano (260000 toneladas), e o Reino Unido em segundo lugar
com 200000 toneladas por ano (AICV, 2017). As diferencas nas praticas de cultivo da maca para sidra
entre os paises, gera a comercializacdo de sidras com uma ampla variedade de caracteristicas
organolépticas (PICINELLI et al., 2000).

A Figura 11 ilustra a fabricacdo da sidra em cinco etapas: a escolha das macas, pré-

fermentacao (preparo do mosto), fermentagéo alcodlica, armazenamento e envase.

Figura 11 - Etapas do Preparo da Sidra Natural
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Fonte: Rocha e Pujol (2013)

O processo inicia-se com a selecéo de macas de sidra madura, onde no desenvolvimento do
fruto, ocorre a transformacédo do amido e acido malico em frutose, sacarose e glicose (ALONSO,
2004). Depois das escolhas das macas, ocorre a trituracdo dos frutos, utilizando uma prensa

pneumatica, moinhos hidraulicos ou digestores enziméaticos.

Em seguida comeca a fermentacdo alcodlica e malolactica. Na fermentagcdo malolactica

acontece a transformacao do acido malico em latico e a consequente reducédo da acidez total. Por

ultimo a sidra é transferida para um recipiente e armazenado até a hora do envaze.
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Durante a fermentacao alcodlica e a fermentagdo malolactica surgem subprodutos, como os
acidos organicos e compostos volateis, que vao dar para o produto final aspectos de sabor, odor, cor,
adstringéncia, podendo ser uma qualidade ou deficiéncia (MARIE, 2011; YE; YUE; YUAN, 2014).
Esses compostos séo responsaveis por alguns beneficios a saude, como a reducado de reacdes do
envelhecimento precoce, prevencdo de diversas doencas cardiovasculares, cancerigenas e
neurologicas (SANCHEZ, 2002).

A acidez é um dos sabores fundamentais para a sidra, € um equilibrio entre dogura e amargor,
sendo o acido latico o principal acido organico produzido durante a fermentacdo malolactica (MARIE,
2011). A reducdo da acidez influencia na estabilidade microbiana e também impacta nas

caracteristicas sensoriais da sidra (REUSS et al., 2010).

NEDOVIC et al. (2000) relataram que o perfil dos compostos volateis fora diferente entre a
fermentacdo no suco de maga em um sistema livre e um sistema com leveduras imobilizadas em
alginato de calcio. Isso ocorreu devido a diferentes estados fisiologicos da levedura nos dois

processos.

Segundo Garcia (2018), os sistemas imobilizados possuem algumas vantagens para a
fermentacdo alcoolica, como diminuir os riscos de contaminagcdo microbiana, melhor controle e

reprodutibilidade dos processos, mas a imobilizacdo causa consequéncias no comportamento das

leveduras, afetando os produtos finais do metabolismo fermentativo.




MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido em quatro etapas: pré-fermentacgéo, testes preliminares, testes

experimentais e aplicacdo da encapsulacédo, como demostrado no Fluxograma 1.

Fluxograma 1 - Etapas do Desenvolvimento do Estudo

Pré-fermentacédo *Levedura, indculo, encapsulacéo
Testes experimentais . ~
preliminares *Varidveis da encapsulacao
Experimento +Estudo das variaveis
Aplicacdo da .
encapsulacéo *Sidra

Fonte: Autoria prépria

Na pré-fermentacéo escolheu-se a levedura para o estudo assim como o seu meio de cultivo.
Parametros da fermentagcdo alcodlica como tempo, temperatura, meio, ambiente também foram

determinados, e onde e como as leveduras iriam ser encapsuladas.

Os testes experimentais preliminares foram realizados para verificar as possiveis variaveis
durante a fermentacéo alcodlica utilizando as leveduras imobilizadas nas esferas de alginato de calcio.
Ja no experimento, realizaram-se para estudar 3 variaveis no processo de encapsulacédo, a

concentracdo de alginato de sodio, cloreto de calcio e a concentragdo de leveduras.
Por udltimo a encapsulagdo com alginato de calcio foi aplicada em um produto, a sidra, e
comparou-se o sistema imobilizado e o sistema com leveduras livres.

MICRORGANISMO E PREPARADO DO INOCULO

A levedura liofilizada Saccharomyces cerevisiae LALVIN K1-V1116, foi hidratada antes de ser

utilizada. Pesou-se 1 grama do liofilizado em um Becker de 50 mL e adicionou-se 10mL de agua

(esterilizada previamente por 15 minutos, 121°C, 1 atm) deixando em repouso por 15 minutos.
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O meio de cultivo utilizado foi o caldo YPD (1% de extrato de levedura (ISOFAR), 2% de
peptona (TM MEDIA) e 2% de sacarose (ALPHATEC). Em um Erlenmeyer de 250 mL, esterilizou-se
100mL do meio na autoclave vertical (PHOENIX) a 121°C por 15 minutos (BATISTITE et al., 2010).

Apds o resfriamento adicionou-se 10 mL da levedura hidratada. Esse meio foi colocado em
uma estufa B.O.D (ELETROIab, EL101/3RS) por 72 horas a 32°C. Apds as 72 horas o0 meio de cultivo

com 12x10° células/mL, foi colocado em uma geladeira Consul a 11°C.

A cada 15 dias realizou-se o repique das células de levedura. Para isso, acrescentou-se 1mL
do meio de cultura anterior para um novo meio YPD estéril. Esse meio YPD com as leveduras foi

utilizado para realizar a encapsulagéo.

FERMENTACAO ALCOOLICA

O meio sintético utilizado para a fermentacéo foi o meio adaptado de Melo (2006): 140 g/L de
sacarose (ALPHATEC), 5g/L extrato de levedura (ISOFAR), 0,7 g/L sulfato de magnésio, 1,2 g/L
cloreto de amonio (NEON), 0,95 g/L fosfato monopotassico (NEON).

O pH do meio foi ajustado para 4,5 com acido cloridrico 1N. Foram transferidos 100mL do
meio em Erlenmeyers de 250 mL. Autoclavou-se todos os Erlenmeyers por 15 minutos a 121°C.
Depois de adicionas as leveduras (livres ou imobilizadas) foram transferidos para uma estufa B.O.D a
32°C.

A cada 12 horas retirou-se um frasco e realizou-se as analises.

ENCAPSULACAO EM ESFERAS DE ALGINATO

Para obtencao das esferas de alginato com levedura aprisionadas, foram feitas solucdes de
alginato de sédio (2%, 3% e 4%) (DINAMICA) em um béquer de 250 mL e adicionou-se agua destilada
esterilizada a 40°C, homogeneizando-se com um mixer. Apos resfriamento das solucbes a 14°C

adicionou-se a suspenséao contendo a levedura (meio elaborado no item 3.1).

Preparou-se uma solucdo de 2% de cloreto de calcio (BIOTEC) e autoclavou-se por 15
minutos a 121°C, latm.

Gotejou-se a solucdo alginato+células na solucdo de cloreto de calcio (com agitacéao

magnética), atraves de um sistema de bombeamento (Figura 12). Deixou-se as esferas em repouso

por 15 minutos na solucdo de cloreto de calcio.
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Figura 12 - Equipamento Utilizado Para a Encapsulacdo de Leveduras em Alginato de Calcio

Vo

Fonte: Autoria propria
TESTES EXPERIMENTAIS PRELIMINARES
FERMENTAQAO ALCOOLICA UTILIZANDO FONTES DE CARBONO DIFERENTES

Escolheu-se o acgucar utilizado no meio sintético para a fermentacdo através de um teste,

observando a diferenca entre o consumo de substrato da glicose e da sacarose.

Para isso foi realizado uma fermentacao por 180 horas, observado apenas os solidos soluveis
dos meios através de um refratbmetro. Foram autoclavados 32 Erlenmeyers com 100 mL do meio
sintético para a fermentacédo, 16 delesa glicose e os outros 16 com a sacarose. Apos o resfriamento
adicionou-se 1 mL de suspensao contendo levedura em cada Erlenmeyer. Todos os frascos foram
colocados na estufa B.O.D a 32°C. A cada 12 horas foi retirado um frasco contendo sacarose e um

outro contendo glicose para medida do brix.

FERMENTACAO ALCOOLICA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE LEVEDURAS
IMOBILIZADAS

Realizou-se uma fermentagao para verificar a influéncia da quantidade de leveduras no gel de
alginato de sdédio. Para isso foi realizado uma fermentacdo de 54 horas, com trés quantidades

diferentes de levedura imobilizadas, 106, 8x106 e 2x107 células/mL de leveduras.
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Para a encapsulacdo foram utilizados 2% de alginato de sodio e 2% de cloreto de calcio.

Mediu-se a cada 6 horas o teor de sdlidos sollveis e construiu-se graficos de consumo de substrato.

DISSOLUCAO DAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

Para dissolver as esferas de alginato de célcio (2% de alginato de sodio e 2% de cloreto de
célcio) foram utilizadas 4 solucdes: soro fisiolégico, citrato de sodio 1%, fosfato de sédio 1%, fosfato
de s6dio 10%. Em todas as solucdes colocou-se 200 esferas de alginato de calcio com 3mm de

didmetro em 100 mL de solugéo.

Depois de 5 dias em temperatura ambiente, os 4 béqueres foram observados.

COMPARACAO ENTRE A FERMENTACAO ALCOOLICA COM LEVEDURAS LIVRES E
IMOBILIZADAS

Realizou-se 2 fermentacdes alcoodlicas: com 106 de leveduras livres e 106 de leveduras
imobilizadas. Para a encapsulacao foram utilizados 2% de alginato de sédio e 2% de cloreto de calcio,

e 200 esferas para a fermentagao.

Realizou-se as analises do teor de sdlidos soluveis e contagem em camara de Neubauer.

EXPERIMENTO
EFEITO DA CONCENTRACAO DE ALGINATO DE SODIO

Foram testadas quatro amostras: uma com leveduras livres e trés com leveduras imobilizadas
utilizando concentracdes de alginato de sédio diferentes, 2%, 3% e 4%. A concentracao de cloreto de

calcio foi de 2% e utilizou-se 200 esferas para todas as fermentacdes.

Durante 120 horas de fermentagdo, a cada 12 horas, mediu-se o pH, solidos soluveis e
turbidez do meio fermentado. E nas esferas de alginato de calcio mediu-se o diametro e resisténcia

mecanica.

EFEITO DA CONCENTRACAO DE CLORETO DE CALCIO

Para avaliar a influéncia do cloreto de calcio nas esferas de alginato de calcio foram testadas
trés concentracdes do reagente: 2%, 3% e 4%. A concentracdo de alginato de sodio foi de 3%. Utilizou-

se 200 esferas para todas as fermentagodes.

Durante 120 horas de fermentacdo, a cada 12 horas, mediu-se o teor de sdélidos soluveis, 0

etanol e a concentracdo de leveduras do meio fermentado.
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EFEITO DA CONCENTRACAO INICIAL DE LEVEDURAS

Para avaliar a influéncia da concentragéo do indculo foram elaboradas trés amostras variando
a concentracdo de leveduras nas esferas de alginato de célcio, 4x10°, 5x10° e 1x107 células/mL
aproximadamente. A concentracdo de alginato de sédio e de cloreto de célcio foi de 3%. Utilizou-se

200 esferas para todas as fermentacdes.

Durante 120 horas de fermentacdo, a cada 12 horas, mediu-se a turbidez, teor de sélidos

sollveis e etanol do meio fermentado.

SIDRA

Para a elaboracao da sidra foi utilizado um suco de maca in natura comercial sem aditivos.
Utilizou-se dois baldes fermentadores de 5L, um para o sistema imobilizado e outro com o sistema de
leveduras livres. A fermentacédo alcodlica ocorreu em 10 dias a 20°C em uma estufa B.O.D. Depois
abaixou-se a temperatura para 0°C durante 3 dias e transferiu-se a sidra para outro balde fermentador,
onde foi deixado por mais 20 dias para que toda a levedura decantasse. Por ultimo transferiu-se a

sidra para garrafas de vidro, adicionando 6 g/L de acucar para a gaseificacdo na garrafa.
ANALISES
SOLIDOS SOLUVEIS
Com um refratbmetro manual portatil, colocou-se duas gotas do sobrenadante do meio de
andlise e leu-se o teor de sdlidos sollveis em °Brix, e transformou-se em g/L.
CAMARA DE NEUBAUER

A concentracdo de leveduras do meio fermentado foi determinada através da utilizacdo da

camara de Neubauer e em seguida calculada através da formula:

, n ° total de células e
N° de células/mL = x fator de diluicdo x 10.000
n° de quadrantes contados

Para a contagem de leveduras viaveis utilizou-se solucéo 0,1% de azul de metileno com uma

proporcéo de 1:1 com o meio fermentado.
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DIAMETRO DAS ESFERAS

Com um Paquimetro Digital Universal 1,0004 Zaas Precision, 10% das esferas foram medidas
a cada 12 horas de fermentacéao. Anotou-se 0 maior diametro da esfera, como mostra o traco vermelho

da Figura 13.

Figura 13 - Esfera de Alginato de Célcio

Fonte: Autoria prépria

RESISTENCIA MECANICA

Observou-se a resisténcia das esferas através da forca mensurada por um texturébmetro CT3
BROOKFIELD. Foram colocadas 20 esferas na mesa (Figura 14), em um circulo com
aproximadamente 11,34 cm?, com velocidade de teste de 2,0mm/s até 2,0mm de deformacéo,

utilizando aparato cilindrico de acrilico com 11,34 cm? de diametro. Essa andlise foi realizada em

triplicata no inicio e término da fermentacéo.
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Figura 14 - Texturbmetro com as Esferas de Alginato de Calcio

Fonte: Autoria prépria

TURBIDEZ

Quantificou-se a turbidez do meio de fermentacdo em NTU (Unidade Nefelométrica de
Turbidez), utilizando o Turbidimetro PoliControl AP2000 WT. O turbidimetro foi calibrado com os
padrdes de 0,10 NTU, 20 NTU, 100 NTU e 800 NTU. Quando necessario, as amostras foram diluidas.

Aproximadamente 20 mL de amostra foram colocados na cubeta do equipamento para a
realizacdo da leitura.

Essa analise foi realizada em triplicada a cada 12 horas de fermentacao

POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

As medidas do pH foram realizadas em um pHmetro,calibrado com solu¢fes padrbes de 4,0

e 7,0. Em um Becker foram colocados 50 mL de amostra e o eletrodo foi imerso para a leitura.

Essa analise foi realizada em triplicata a cada 12 horas de fermentacao.

MICROSCOPICO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV)

As imagens eletrénicas de varreduras obtidas das esferas de alginato de calcio apresentadas

neste estudo foram obtidas com o equipamento VEGA 3 LMU da Tescan, pertencente ao Laboratoério

de Materiais da Universidades Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR) Campus Ponta Grossa. As
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amostras foram metalizadas em um metalizador da marca Quorum modelo SC7620, por um tempo de

dois minutos.

As esferas de alginato de calcSékkkio foram secas por cinco horas em uma estufa de secagem

a 32°C antes da metalizacao.

ANALISE DA COR

Para a andlise da cor, realizada em triplicata, foi utilizado um espectrofotdmetro UltraScan Pro.
Os parametros avaliados foram os valores das coordenadas de luminosidade (L*), variando do branco
(L=100 ao preto L=0) coordenadas vermelho/verde (a*) e amarelo/azul (b*).

CROMATOGRAFIA

A anadlise de etanol das amostras dos itens 3.5.2, 3.5.3 e 3.6 foram analisadas em um
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com detector de indice de refragdo, RID-10 A, operado com
coluna AMINEX BIORAD, utilizando como fase mével H2SO4 0,005M (modo isocrético), temperatura
de 45°C, volume de injecao de 20 puL e vazéo de 0,6 mL/min. A identificacdo foi realizada através da

comparacao dos tempos de retencédo do padrao e do etanol presente nas amostras.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram realizados no programa Statistica ©,

com nivel de 5% de significancia.
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TESTES EXPERIMENTAIS PRELIMINARES
FERMENTACAO ALCOOLICA UTILIZANDO FONTES DE CARBONO DIFERENTES

As leveduras exigem uma fonte de carbono elaborada, aclcares que fornecem a energia
guimica e o esqueleto carbbnico de suas estruturas celulares, constituidas principalmente por
carbono, oxigénio e hidrogénio. Assim, variando a fonte de carbono, dependendo da levedura, a sua

fisiologia pode variar.

Por refratometria, os graus Brix foram quantificados a cada 12 horas, durante 180 horas de
fermentacdo alcodlica. No Gréfico 2 encontram-se os teores de solidos sollUveis para a sacarose e
glicose durante as 180 horas.

Gréfico 2 - Consumo da Sacarose e Glicose, Durante 180 Horas de Fermentac&o Alcodlica
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Fonte: Autoria propria

Através dos resultados apresentados no Grafico 2, observa-se a reducao do grau Brix com o

passar do tempo, mostrando o consumo dos dois acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae
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K1-V1116. A concentracdo de sacarose comecou com 13,8 °Brix e terminou com 3,4 °Brix (75,36%

de consumo), ja a glicose comecando com 13,3°Brix e terminando com 3,2°Brix (75,93%).

Nas primeiras 48 horas, a fermentacéo alcoolica mostra-se tumultuosa, 66,66% de consumo
para os dois aguUcares, ou seja, houve um consumo rapido do aclcar, juntamente com uma alta
atividade da levedura. Depois de 72 horas de fermentacdo observa-se uma menor atividade das

leveduras, mantendo de forma constante entre 3,2 - 3,6 °Brix para os dois acUcares.

Duarte (2011) também comparou fermentacbes com essas duas fontes de carbono,
mostrando que os resultados da glicose e sacarose foram bem préximos, 78% e 74,3% de consumo

de agucar, respectivamente. Logo, considerou que ndo houve diferenga no consumo desses agucares.

Um estudo realizado por Corazza et al. (2001) sobre a caracteriza¢do do vinho de laranja
relata que no comeco da fermentacdo, com 26°Brix a 27°C, as primeiras 30 horas também ocorreu

uma fermentacado tumultuosa e depois permaneceu constante até as 120 horas de fermentacao.

Segundo Marques et al. (2016) a fisiologia da Saccharomyces cerevisiae pode variar
dependendo da fonte de carbono, alterando a sua taxa de crescimento. Ainda revela duas cepas, onde
a taxa de crescimento da levedura na sacarose € maior que na glicose, o que pode justificar o consumo

dos agucares estarem proximos.

FERI\/IENTAC;/:\O ALCOOLICA COM DIFERENTES CONCENTRAQ@ES DE LEVEDURAS
IMOBILIZADAS

Uma das maiores dificuldades na imobilizacdo celular é a transferéncia de massa, ou seja, a
transferéncia de substratos e produtos através da matriz transportadora polimérica (alginato de calcio).
Ha diversos fatores que podem influenciar nessa transferéncia de massa, sendo uma delas, a
guantidade de células aprisionadas. Também, identificar a concentracéo inicial de leveduras pode

economizar 0s recursos no processo.

No Gréfico 3 apresenta-se o consumo da sacarose em 10°,8x10° e 2x107 células/mL de

leveduras imobilizadas, durante 54 horas de fermentacé&o alcodlica.
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Gréafico 3 - Consumo da Sacarose em 10°,8x10° e 2x107 células/mL de Leveduras Imobilizadas, durante 54 Horas
de Fermentacgéo Alcodlica
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Fonte: Autoria propria
Com as 54 horas de fermentacdo alcodlica, conseguimos observar que o consumo de
substrato com as esferas de alginato de céalcio com menor densidade celular (10° células/mL) teve um

consumo de sacarose de 71%, ja com as densidades maiores o consumo foi de 11% e 29%

respectivamente.

Um estudo realizado por Jiménez (2011), onde utilizou a encapsulacdo de leveduras em
alginato de célcio 2% para a producado de etanol, relata que o maior consumo do substrato (glicose)
foi para as esferas de 3mm com menor densidade celular (0,19x103/mm?3). Ainda, Williams (1981)
relata em seu estudo que a densidade celular nas esferas de alginato € uma importante consideracéo
para a eficiéncia do sistema, sendo que maiores densidades celulares obtidas na encapsulacéo

produziu maiores taxas de etanol que o sistema com leveduras livres.

Segundo Cha et al. (2014) quando é imobilizado um namero alto de células de leveduras,
essas ceélulas competem pelo mesmo acesso aos nutrientes, mas ocorre a inibicdo do crescimento

celular dentro do espaco, e consequentemente do consumo da sacarose e producao do etanol.

DISSOLUCAO DAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

Para a dissolucdo das esferas de alginato de célcio, é necessario um agente sequestrante do

célcio para possibilitar perdas na sua estrutura. Na literatura, sdo encontrados diversos agentes
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sequestrantes dos ions de calcio, como EDTA, polifosfato, citrato, soro, entre outros (GRUNHAGEN,

2002). Com a sua estrutura modificada, o gel fica liquido com as células suspensas na solucéo.

Com essa dissolucao pode-se quantificar as células que estdo presentes nas esferas, e

verificar se esta acontecendo o crescimento celular.

Na Figura 15, estdo apresentadas quatro solugdes diferentes para possiveis dissolu¢des das

esferas de alginato de célcio deixadas nas solu¢des por cinco dias.

Figura 15 - Solugdes Para DiIssolucédo das Esferas de Alginato de Calcio Apés Cinco Dias

Legenda: A — Citrato de Sddio 1%, B — Soro Fisiologico, C — Fosfato de Sodio 1%, D — Fosfato de Sédio 10%
Fonte: Autoria prépria

Com o resultado apds cinco dias, verificou-se que a solugdo mais eficiente, ou seja, que
dissolveu completamente as esferas de alginato de calcio, foi a solugdo de citrato de sodio 1%. O soro

fisiologico foi a solugcédo que menos dissolveu as esferas, como mostra a Figura 15 (B).
Assim, a solucédo de citrato de sddio foi utilizada para a dissolucao das esferas de alginato de

célcio para os préximos experimentos nesse estudo.

COMPARACAO ENTRE FERMENTACAO ALCOOLICA UTILIZANDO LEVEDURAS LIVRES E
LEVEDURAS IMOBILIZADAS

A fermentacdo realizada com leveduras imobilizadas comparada com o processo

convencional apresenta varias vantagens, sendo uma delas diminuir o tempo de producdo e
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consequentemente diminuir os custos. Logo, a comparacdo entre um método de imobilizacdo e o

método utilizando células livres é essencial para possiveis discussoes.

No Grafico 4, estdo apresentados resultados da comparacdo entre o consumo de substrato
para a fermentacdo alcodlica utilizando leveduras livres e a fermentacdo alcodlica com leveduras

imobilizadas na matriz de alginato de célcio, durante 90 horas.

Grafico 4 - Consumo de Substrato na Fermentagao Alcoélica Utilizando Leveduras Livres e Imobilizadas Durante
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Fonte: Autoria prépria

Com os resultados obtidos, verificou-se um decréscimo do grau Brix maior na fermentacao
utilizando as leveduras imobilizadas do que utilizando leveduras livres no meio, ou seja, houve um
maior consumo do substrato com para a fermentacado utilizando as leveduras no gel de alginato de

calcio.

Nas primeiras 24 horas, ocorreu pouco consumo de substrato na fermentacdo com leveduras
livres e também na fermentacdo com leveduras imobilizadas, 4,22% e 11,94% respectivamente.
Estudo realizado por Cheetham (1979) também relata que a atividade inicial das células de leveduras
livre em um reator, comparado com leveduras imobilizadas em gel de alginato de calcio, sé&o

semelhantes.

Apds as 24 horas e até quase 60 horas, houve um consumo rapido de substrato na

fermentacdo com encapsulacéo, 47,76%, ja com as leveduras livres apenas 18,31%. Nas ultimas 30

horas a fermentacdo com as leveduras livres teve um consumo maior (25,86%) do que as leveduras
imobilizadas (14,28%).
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Durante toda a fermentacdo com leveduras livres percebeu-se que o consumo de substrato
foi mais constante e menor do que a fermentacdo com leveduras imobilizadas, onde ocorreu um rapido

consumo no inicio e depois se manteve constante.

Com a mudanca de ambiente, de células suspensas no meio para o sistema imobilizado, a
cinética e a fisiologia das células de leveduras podem ser modificadas, juntamente com o crescimento
celular. Logo, o crescimento da Saccharomyces cerevisiae no sistema livre e imobilizado no gel de

alginato de calcio foram comparados por 84 horas de fermentacao (Grafico 5).

Grafico 5 - Curva de Crescimento Celular de Leveduras Livres e Imobilizadas Durante 84 Horas

—o— Leveduras Livres

16000000 —o— Leveduras Imobilizadas

14000000

12000000

Células/mL)

Y

Rt

10000000 H

2000000 +

6000000 H

4000000

2000000

COHCEHU’E(}QO de leveduras

04

Tempo (Horas)

Fonte: Autoria propria

Através dos resultados apresentados no Gréfico 5 percebe-se que na fermentacao utilizando
as leveduras livres ndo ocorreu aumento das células de leveduras, manteve-se constante ou
diminuindo com o tempo. Ja na fermentagcdo com as leveduras imobilizadas ocorreu um rapido

aumento das células até 30 horas e depois decresceu.

Ainda, por meio do Gréfico 5 percebe-se que na fermentacao utilizando as leveduras livres
ocorreu um crescimento da levedura no inicio da fermentacéo, até 24 horas, e depois manteve-se
constante. J& na fermentagdo com as leveduras imobilizadas ocorreu um rapido aumento das

leveduras no comeco da fermentacao e continuou até 48 horas.

Os resultados da camara de Neubauer demonstraram que o crescimento celular da levedura,
em ambientes diferentes, é alterado. Segundo Norton (1995) a imobilizagéo proporciona uma protecao

da levedura contra o etanol, resultando nas alteracdes do crescimento celular.
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As células de leveduras que estavam aprisionadas foram dissolvidas em uma solugédo de
citrato de sodio, onde ao passar do tempo demoraram muito mais para ser dissolvidas, comecando
com 50 minutos indo para 12 horas de dissolucdo. Assim, um teste de resisténcia mecanica foi

realizado para encontrar possivel relagao.

VARIAVEIS OBSERVADAS NOS TESTES PRELIMINARES

Nos testes preliminares foi possivel verificar 11 variaveis no processo de fermentacéo
utilizando as leveduras imobilizadas no gel de alginato de calcio. O Quadro 2 apresenta estas variaveis

e influéncia de cada uma no processo.

Quadro 2 - Variaveis Observadas nos Testes Preliminares Durante a Encapsulacdo com Alginato de Célcio e a
Influéncia no Processo

Variaveis observadas Influéncia no
Processo
Distancia entre o gotejamento do alginato de s6dio na solucéo de Formacéo e
cloreto de calcio estabilidade na esfera
Temperatura do alginato de sodio e do cloreto de calcio de alginato de calcio

Agitacao no gotejamento

Quantidade de alginato de sddio e cloreto de calcio para a
encapsulacdo

Velocidade do gotejamento

Temperatura da dissolucao do alginato de sodio Desestabilizacdo do gel
Tempo da gelificagdo

Tamanho da esfera (diametro da saida) Transferéncia de massa
Concentracéo do substrato
Concentragdo de leveduras iniciais
Quantidade de esferas de alginato de calcio
Fonte: Autoria prépria

Quando a distancia do gotejamento do alginato de sddio na solucdo de cloreto de célcio é
pequena as esferas ficam mais alongadas, como circulada na Figura 16. Com uma velocidade rapida
também ocorre essa formacdo da esfera. Assim torna-se necessario manter uma distancia e

velocidade ideal para deixar as esferas mais arredondadas e homogéneas.

Esse parametro também foi observado por Culpi et al. (2010) onde destacam que a distancia

ideal entre a saida da esfera até a solucdo de cloreto de calcio é de 6 cm. Ainda, Li et al. (2013)

relataram que de 4cm até 10cm de distancia ndo observou-se diferenca na formacéao da esfera.
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Figura 16 - Deformacédo da Esfera de
Alginato de Célcio Durante o
Processo de Encapsulagéo

.'_ :

Fonte: Autoria propria

Durante os testes preliminares foi possivel verificar que quanto mais tempo a solugéo de
alginato de sdédio ficava na geladeira, ou seja, quanto mais frio, o gel ficava mais homogéneo e com
menos bolhas de ar que eram formadas durante a sua dissolucdo com o mixer. A quantidade de

esferas de alginato de calcio também pode ser variavel.

Quanto menor a temperatura do cloreto de célcio e do alginato de sédio, as esferas ficam mais
firmes quando gotejadas na solucédo. A temperatura da dissolucdo do alginato de sodio em agua nao
pode ser alta pois pode desestabilizar o gel, por isso a solucdo de alginato de sodio ndo pode ser
esterilizado em autoclaves (LEO et al., 1990). Neste caso € necessario esterilizar a agua que sera
utilizada para o preparo da solucao antes da dissolugdo do alginato.

O tempo de gelificacdo, tempo em que as esferas se formam na solucéo de cloreto de calcio,
guando muito curto pode ocasionar a deformacéo das esferas de alginato de calcio quando retiradas
da solucao antes do tempo (LEE et al., 2013 apud SERP et al., 2000).

A agitacdo no gotejamento ajuda as esferas ndo grudarem entre si e também uma melhor
absorcao do calcio (WOO et al., 2007). O tamanho das esferas de alginato assim como a concentragao
de substrato ird influenciar na transferéncia de massa pela superficie de contato (NAJAFPOUR, et al.,
2003).

Através dos resultados dos testes preliminares foi possivel verificar quais variaveis podemos

manter constantes e qual podemos otimizar no processo. Nesse trabalho utilizou-se os seguintes

parametros:
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— Distancia entre o gotejamento de 13cm;
— Temperatura do alginato de sodio e do cloreto de calcio de 14° C;
— 2,5 segundos para formacédo da esfera até a solucéo de cloreto de calcio;
— Temperatura da dissolucao do alginato de sédio de 40°C;
— Tempo da gelificacdo de 24 horas;
— Tamanho da esfera de aproximadamente 3-4mm e 4,22mm de didmetro da saida; e
— 200 esferas utilizadas para cada 100mL de meio fermentado.
A concentracédo do alginato de sédio, do cloreto de calcio e a concentragdo inicial de leveduras

serdo estudadas para otimizar o processo de encapsulacdo com alginato de calcio.

EXPERIMENTO
EFEITO DA CONCENTRACAO DE ALGINATO DE SODIO
pH E SOLIDOS SOLUVEIS

A conversado de substratos durante a fermentacdo alcodlica em metabdlitos como etanol e
acidos organicos, realizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae, modifica o equilibrio
termodinamico no meio e consequentemente o pH. Além disso, o pH pode influenciar na atividade das
enzimas celulares e pode ocorrer alteracées nas reacdes bioldgicas, como também na cinética (AKIN
et al., 2008).

Assim, realizou-se uma comparacao entre a fermentacdo com as leveduras livres e com 3

concentracdes de alginato de sddio para a encapsulacdo das leveduras durante 120 horas (Grafico
6).
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Grafico 6 - pH Durante 120 Horas de Fermentagdo com
Leveduras Livres e Imobilizadas em Concentracfes
Diferentes de Alginato de Calcio (2%, 3% e 4%)
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Fonte: Autoria prépria

Através dos resultados obtidos, percebe-se que houve variacdo no pH no meio fermentado
com as leveduras livres houve variagdo durante todo o tempo, comecando com 4,68 e terminando
com 3,4. Ja as fermentac6es com leveduras imobilizadas com 2%, 3% e 4% de alginato de sodio
foram mais constantes, come¢cando com 4,61, 4,51, 4,50 e terminando com 2,86, 2,96, 2,93

respectivamente.

Ocorreu um decréscimo durante as primeiras 48 horas da fermentagdo alcodlica com
leveduras imobilizadas, para as 3 concentragdes de alginato de sodio. Akin (2008) relata em seu
estudo sobre o pH na fermentac&o alcodlica, que nas suas primeiras 50 horas também ocorre um

decréscimo do pH, devido ao consumo do nitrogénio pelas leveduras onde produzem ions H+.

O menor valor do pH na fermentagdo com leveduras livres foi de 3,25, com 48 horas de
fermentacdo. Akin et al. (2008) também relatou que quando o pH diminui de 4,5 para 3,5, assim como

ocorrido no trabalho, a taxa de crescimento especifico e a densidade celular s&o reduzidos.

Segundo Bonassa et al. (2013) a viabilidade celular € influenciada pelo pH, afetando o tempo
de fermentacdo e ndo a concentracdo final do produto. Ainda, Le e Le (2014) descrevem que as

leveduras imobilizadas convertem o substrato em produto mais rapidamente do que as leveduras

livres.
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Assim, construiu-se no Gréfico 7, curvas do consumo de substrato para a fermentacdo com
leveduras livres e imobilizadas com diferentes concentracdes de alginato de sédio, durante 120 horas

de fermentacéo alcodlica.

Grafico 7 - Consumo de Substrato Durante 120 Horas de
Fermentacdo com Leveduras Livres e Imobilizadas em
Concentracdes Diferentes de Alginato de Calcio
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Fonte: Autoria propria
Em 48 horas de fermentacéo, as leveduras aprisionadas com 2%, 3% e 4% obtiveram um
consumo de 45,20%, 52,05% e 71,23% respectivamente, do substrato. Ja na fermentacdo com as
leveduras livres o consumo foi mais baixo, 40,84%. Mas os consumos no final da fermentac&o foram

proximos, 72,53% com leveduras livres e 75,3% para as leveduras imobilizadas.

Observa-se que na fermentacdo com as leveduras imobilizadas o consumo do substrato
ocorre mais rapido do que as leveduras livres, mas o consumo final é semelhante. Entre as
fermentacdes imobilizadas, ndo houve diferenca no pH e no consumo do substrato, mesmo com

diferentes concentracfes de alginato de sadio.

O consumo do substrato da fermentacdo com a leveduras livres e imobilizadas esti
relacionada também com o crescimento celular de leveduras (Grafico 5). Até 48 horas de fermentacao
com leveduras imobilizadas ocorre um crescimento das leveduras e depois mantém-se constante
assim como o consumo de substrato. Ja na fermentacdo com leveduras livres o crescimento celular

foi mais constante assim como o consumo de substrato.

Diametro e resisténcia mecanica das esferas de alginato de célcio
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O didmetro das esferas tem grande importancia na transferéncia de massa interna, fazendo
com que na transferéncia de substratos e produtos através da matriz de alginato de célcio sejam mais
eficientes (NEDOVIC et al., 2001).

O crescimento das leveduras dentro das esferas pode causar uma pequena expansao no seu
tamanho (NEDOVIC et al., 2001), mas a temperatura com o tempo pode reduzir os tamanhos (SERP
et al., 2002).

A Tabela 1 demonstra as medidas dos diametros das esferas de alginato de calcio decorrente
as 120 horas de fermentacédo alcodlica, utilizando trés porcentagens de alginato de sodio nas esferas,
2%, 3% e 4%.

Tabela 1 - Diametro das Esferas de Alginato de Calcio (mm), com 2%, 3% e 4% de Alginato de
Sodio, Durante 120 Horas de Fermentacédo Alcodlica

2% de Alginato de 3% de Alginato de 3% de Alginato de
Fermentacé&o (Horas) Sodio Sodio Sodio

Tempo de

0 3,9537+0,2709% 4,2881+0,29507 4,1456+0,26057
12 4,2287+0,3025% 4,3800+0,3553 4,2000+0,1377
24 4,2937+0,30142 4,1968+0,3089 4,2637+0,2171
36 4,2912+0,2860% 4,4118+0,3232 4,3225+0,3416
48 4,2137+0,2715% 4,3656+0,3719 4,3275+0,2579
60 4,0325+0,28452 4,3575+0,3889 4,3268+0,3173
72 4,2581+0,3328% 4,4762+0,3877 4,4312+0,3872
84 4,1187+0,32942 4,4993+0,4301 4,3700+0,3282
96 3,9337+0,38072° 4,3912+0,3535 4,3912+0,3595
108 3,9975+0,32922 4,3737+0,3295 4,3543+0,3617
120 3,9299+0,3361° 4,2212+0,3090 4,2425+0,3821

| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os didametros durante a fermentac&o alcodlica (Teste
de Tukey, p<0,05)

Fonte: Autoria propria
O didmetro das esferas com 2%, 3% e 4% de alginato de sodio variou 0,3638mm, 0,3025mm
e 0,2856mm respectivamente. Em todas as concentracfes de alginato de sédio ndo ocorreu um

aumento ou uma diminui¢ao gradativa durante todo o tempo de fermentacao.

Com 2% de alginato de sodio houve uma diferenca significativa dos diametros no tempo de
24 e 120 horas, ja com 3% e 4% nao houve diferenca entre os diametros. Isso pode ter ocorrido pois

com 2% de alginato de calcio verificou-se um maior vazamento das leveduras das esferas para o meio

fermentado.
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Apesar da temperatura influenciar na diminuicdo dos didmetros pela expulsdo da agua ou
perda de alginato, e do crescimento celular influenciar na expansdo, em nenhuma concentracao de
alginato de sodio isso ocorreu.

Segundo Serp et al. (2002) um tratamento térmico pode causar uma reorganizacao da rede
ibnica, seguida por uma perda de 4gua, um aumento na concentracdo do alginato dentro das esferas

e consequentemente um aumento na resisténcia mecanica.

Como ja relatado, o tempo de dissolucao das esferas de alginato de calcio aumentou durante
toda a fermentacao, assim, mediu-se a resisténcia mecanica das esferas de alginato de céalcio em trés
concentragdes de alginato de sodio durante 120 horas de fermentacdo alcodlica (Gréfico 8), para

possivel relacéo.
Grafico 8 - Resisténcia Mecanica das Esferas de Alginato de

Célcio, com 2%, 3% e 4% de Alginato de S6dio, Durante 120
Horas de Fermentagao Alcodlica

bl DO Alginate de Sddio
43% Alginato de Sodio
% Alginato de Sodio

Resisténtia Mecanica (Gramas)

Tempo (Horas)

Fonte: Autoria propria

Comparando as médias no inicio da fermentagéo entre as trés concentra¢gdes de alginato de
sbdio, percebe-se que a resisténcia mecanica aumenta com a concentracdo de alginato de sodio,
sendo 4108g, 41909 e 44759 para 2%, 3% e 4% de alginato, respectivamente.

No final da fermentacdo com 2% alginato de sédio ocorreu uma diminuicdo da resisténcia, o
gue pode ter ocasionado devido ao maior vazamento das leveduras das esferas para o meio. Com 3%

de alginato de sodio a resisténcia aumentou, mas com 4% diminuiu novamente.
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Kostov et al. (2010) também observaram que a resisténcia mecanica aumenta com a maior
concentracdo de alginato de sddio. E constataram que as esferas de alginato tem propriedades

elasticas, o que pode influenciar na analise da resisténcia.

Serp et al. (2002) relatam em seu estudo que as esferas de alginato de célcio quando
colocadas a 130°C ocorre um aumento na resisténcia mecanica, mas quando a temperatura diminui
para 110°C e 80°C, essa acontece essa relacdo com a resisténcia mecanica. Talvez uma temperatura
de 32°C, utilizada nesse estudo, ndo influencie na resisténcia mecanica, mas apenas no rearranjo da

molécula.

Ainda, Serp et al. (2002) dizem ser possivel que o calor faz as moléculas de Ca?* se
movimentarem, ocorrendo uma reorganizacao da rede io6nica de tal forma que as interacdes ibnicas
sejam intensificadas dando origem a uma rede mais condensada, da qual a 4gua seria expelida. Isso
torna as esferas mais estaveis em citrato de sédio, justificando assim o maior tempo de dissolucao

das esferas durante o tempo de fermentagao.

TURBIDEZ

A turbidez é uma medida da turvac&o de liquidos através dos solidos suspensos contidos. E
muito utilizada para verificagdo de produtos finais, como sucos e vinhos, que passam por processos

industrias de clarificagcao e filtracao.

Comparou-se a turbidez de um meio utilizando as leveduras livres com as leveduras

imobilizadas em gel de alginato de calcio, com 2%, 3% e 4% de alginato de sddio, como demostra o
Gréfico 8.
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Gréafico 9 - Turbidez Durante 120 Horas de Fermentacdo com
Leveduras Livres e Imobilizadas em Concentra¢cdes Diferentes de
Alginato de Célcio
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Fonte: Autoria propria

A turbidez na fermentag&o com leveduras livres comegou com 17 NTU e teve a maior turbidez,
de 2090 NTU, em 120 horas. J& para as fermenta¢cdes com as leveduras encapsuladas com 2%, 3%
e 4% de alginato de sodio, comecaram com 6,94 NTU, 6,5 NTU e 7 NTU, e terminaram com 1326,67
NTU, 586,33 NTU e 597,33 NTU, respectivamente.

Normalmente um vinho pronto para consumo possui uma turbidez menor de 2 NTU, mas
durante o processo de fermentacdo, os valores podem ser superiores a 2000 NTU (OLIVEIRA;

CLEMENTE, 2003). O mesmo é observado na fermentacao utilizando as leveduras livres.

Antoce et al. (1997) relatam em seus estudos que o crescimento celular aumenta em funcéo
do tempo, assim como a turbidez. Isso pode explicar o porqué na fermentacéo alcodlica com leveduras
livres a turbidez foi maior. Também, na fermentacdo com 2% de alginato de sodio a turbidez foi maior

€ menos constante por ter ocorrido um vazamento das leveduras maior que nas outras concentragoes

O processo de clarificacdo, que consiste em retirar sélidos em suspenséo na bebida, tem um

custo elevado para as industrias e também podem alterar o sabor da bebida (SENAI, 2014), pois isso,

se com o uso da encapsulacao nao for necessario esse processo, ha vantagens para industrias.
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PARAMETROS OBSERVADOS NA FERMEN:FAQAO ALCOOLICA QOM LEVEDURAS
IMOBILIZADAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE ALGINATO DE SODIO

Em todas as fermentacdes utilizando as leveduras encapsuladas, quando colocadas no meio,
ficavam no fundo do Erlermeyer, em 12 horas as esferas tornavam-se brancas. A partir de 24 horas
as esferas deslocavam-se para a superficie e ocorria a formacéo de espuma pela producédo de COzq,

com 36 e 48 horas essa producdao se intensificava, como demostrado na Figura 17.

Figura 17 - Fases das Esferas de Alginato de Célcio na Fermentacgéo Alcoolica

12 horr;:é~

Fonte: Autoria propria

A fermentacgéo utilizando 2% de alginato de sédio n&o foi bem-sucedida nesse estudo por
ocorrer 0 vazamento das leveduras. Apesar da fermentacdo com 3% e 4% de alginato de sédio terem
sido semelhantes em todas as andlises, continua-se o trabalho com 3% para diminuir os custos do

processo.

EFEITO DA CONCENTRACAO DE CLORETO DE CALCIO

O cloreto de calcio é o sal mais utilizado no método de encapsulacdo com o alginato de calcio
(HELGERUD, 2010), pois possui uma resisténcia mecanica superior a outros sais ja estudados para
a encapsulacdo (FARIA, 2013). Segundo Lee e Rogers (2013) a velocidade de gelificacdo é

diretamente proporcional a concentracdo de calcio. Logo, uma comparagdo entre diferentes

concentragdes de cloreto de célcio foi estudada (Grafico 10).
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Gréfico 10 - Producéo de Etanol e Consumo de Substrato para a Fermentacéo Alcodlica
Utilizando Leveduras Imobilizadas com 2%, 3% e 4% de Cloreto de Calcio, Durante 120 Horas
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Legenda: a — 2% de Cloreto de Calcio, b — 3% de Cloreto de Calcio, ¢ — 4% de Cloreto de Célcio
Fonte: Autoria propria
A producédo de etanol e o consumo do substrato para as trés concentragdes de cloreto de
célcio foram muito proximas. Em 60 horas de fermentacédo, com 2% de cloreto de célcio obteve-se a
producdo méaxima de etanol, de 53,82 g/L, o que condiz com o consumo de substrato de 73,28%,
sendo que fermentagéo finalizou com 78% do consumo de substrato.

Obteve-se uma melhor proporcionalidade entre a producéo de etanol e consumo de substrato
com 3% de cloreto de célcio. A partir de 72 horas a producao de etanol manteve-se constante, com
aproximadamente 50 g/L, assim como o consumo de substrato (40 g/L).

Com 4% de cloreto de célcio, a fermentagcéo ocorreu mais lenda, onde obteve-se a producao

méxima de etanol em 84 horas de fermentagdo, mas o consumo de substrato estabilizou em 72 horas.

A determinacdo da concentracdo do cloreto de céalcio é um parametro importante na

encapsulacdo pois quando ha um aumento excessivo do cloreto de calcio no meio, esse sal confere

um sabor desagradavel e amargo aos produtos alimentares. Também, como a concentracdo de
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alginato de sdédio, é necessario encontrar a melhor concentracdo para diminuir 0s custos do processo

de encapsulacéo.

Como os resultados da fermentacdo com 3% de cloreto de calcio foram mais precisos, para
as outras fermentacdes realizadas no estudo utilizou-se essa concentragdo para realizar a

encapsulacao.

EFEITO DA CONCENTRACAO INICIAL DE LEVEDURAS

Como ja descrito no item 4.1.2 a transferéncia de massa € uma das dificuldades encontradas
na encapsulacéo, e a concentracdo inicial de leveduras € um dos parametros que influencia nessa
transferéncia. No Gréfico 11 sdo apresentados os resultados da fermentacdo utilizando leveduras

encapsuladas com diferentes concentragdes iniciais de levedura.

Grafico 11 - Producéo de Etanol e Consumo de Substrato para a Fermentacéo Alcodlica
Utilizando Leveduras Imobilizadas com 4x10°, 5x10° e 1x10"células/mL de Leveduras,
Durante 120 Horas

a 60 b
40 4 Lo |
41 . A

35 - 50 4 / -

. L1 = e E——m_ L o0

: \ g / g

25 w0 -5 3
I ol -5 I =]
B I ERC l\\ 3
e - g
(= ~ L E (= E
o ,/'““‘-*”' F 2

101 e = =

ey P SN :
54 — - T [ C [
/ I—l—l\,__\_\!._\_\-._- | aa / L"""H-..'—'—-——h.__\_\_‘
a4 " a n
o4 —_
5 T T T T T T T T T T T 20 T T T T T T T T T T T o
a 12 24 3@ & 80 72 84 98 108 120 a 12 4 ¥ &4 680 T2 a4 498 108 1A
Tempo {Horas) Tempo (Horas)
[ c

. I 140
50 4
L 120

'
\

\-H_
L
/./ T .
—_—
o

-_'|_ .// L]

0 2 24 M 48 60 72 A4 9 108 120
Legenda: a — 4x10° células/mL, b — 5x10° células/mL, ¢ — 1x107 células/mL
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Com a menor concentragédo inicial de leveduras (4x10° células/mL) a producéo de etanol foi

menor até 96 horas, de 13,90 g/L, enquanto nas concentracées de 5x10° e 1x107 células/mL ja havia
produzido 47,83 g/L e 45¢g/L de etanol.
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Observa-se que nos Graficos 11b e 11c os resultados foram préximos, mas com a maior
concentragdo de leveduras (1x107 células/mL) a fermentagdo alcodlica ocorreu mais rapidamente.
Com 108 horas de fermentacéo a sua producéo de etanol foi de aproximadamente 53 g/L, e para a
concentracdo de 5x10° chegar nessa concentracdo de etanol foi necesséario de 12 horas a mais de
fermentacao (120 horas).

As concentracdes de leveduras durante todo o tempo de fermentacdo também foram
guantificadas (Grafico 12), mas nao obteve-se sucesso com os resultados. Segundo Covizzi (2017) a
guantificacdo da biomassa microbiana imobilizada nas esferas € um problema para o método de
encapsulacao em processos biotecnolégicos.

Gréfico 12 - Concentracdo de Leveduras na Fermentacao
Alcodlica Utilizando Leveduras Imobilizadas em 2%, 3% e 4% de
Cloreto de Calcio, Durante 120 Horas
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Fonte: Autoria prépria

Kassim (2012) realizou fermentagbes com diferentes concentracdes iniciais de levedura e
também resultou que a maior concentragdo de levedura resultou em um processo de fermentacdo
mais rapido. Ainda, relata que a encapsulacdo tem um impacto metabdlico no crescimento da

levedura, pois em um certo ponto ocorre uma competicao nutritiva entre as leveduras.

Na realizacdo desse experimento as esferas de alginato de calcio eram colocadas nos
Beckers e deixados em repouso até o determinado tempo de fermentagéo. As esferas que ficavam na

parte de baixo podem nao terem conseguido uma troca o meio, fazendo com que nem todas as esferas

ficassem com as mesmas quantidades de células de leveduras.
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PRODUCAO DE SIDRA COM LEVEDURAS IMOBILIZADAS E LIVRES
CONCENTRACAO DE ETANOL, SUBSTRATO E LEVEDURAS

Depois de estudar os resultados encontrados nas trés variaveis da encapsulagédo
(concentracdo de alginato, cloreto de calcio e leveduras) aplicou-os para a producdo de uma sidra

com leveduras encapsuladas e comparou-se com uma sidra com leveduras livres (Grafico 13).

Grafico 13 - Producéo de Etanol e Consumo de Substrato para Sidra Utilizando Leveduras
Livre e Imobilizadas, Durante Dez Dias
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Até o terceiro dia de fermentag&o na sidra com leveduras livres resultou-se em um consumo
de substrato de 17%, jA na sidra com leveduras imobilizadas o consumo foi maior, de 29% de

substrato. ApoOs os trés dias as duas sidras obtiveram-se um consumo igual de substrato, de 53%.

Para a producao de etanol, a sidra com leveduras imobilizadas atingiu um resultado maior e
mais constante comparado com a sidra com leveduras livres (aproximadamente 26g/L e 20g/L). O
mesmo resultado foi observado por Kassim (2012), relatando que esse efeito inibitério do etanol nas

leveduras livres € menor quando as leveduras estdo sendo protegidas no suporte. Sendo essa uma
vantagem do método de encapsulacgao.

A concentracdo de células de leveduras também foi verificada nas duas sidras (Grafico 14).
Comentou-se no item 4.2.3 uma hipotese de que o resultado da concentracéo de leveduras néo foi
bem-sucedida pois ndo houve uma interacdo adequada entre as esferas de alginato de calcio e o meio
liquido. Por tanto, nas sidras as esferas foram colocadas dentro de uma rede, para ficarem no meio

do balde fermentador, e ainda, sempre quando eram retiradas as esferas para contagens das células

a cada 24 horas, essas esferas eram agitadas.
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Gréafico 14 - Concentracéo de Leveduras na Sidra Utilizando
Leveduras Livres e Imobilizadas Durante Dez Dias
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Fonte: Autoria propria

Com o Gréfico 14, percebe-se que a concentracéo de leveduras na sidra com leveduras livre
foi muito menor, chegando no maximo até 4x108, e na sidra com leveduras imobilizadas até 2x10°. No
comeco da fermentacdo da sidra com leveduras imobilizadas ocorre um aumento mais rapido de

células, assim como no Grafico 13b, até o terceiro dia, o consumo de substrato foi maior.

Também se observa que os resultados da concentracdo de leveduras na sidra com leveduras
imobilizadas foram mais constantes comparado com os resultados do Grafico 12. Assim, para
conseguir quantificar as leveduras nas esferas de alginato de célcio € necessario certificar-se de que

as esferas estdo em contato com o meio liquido.

TURBIDEZ E COLORACAO

Segundo Chanel (2003) e o Instituto Francés de Produtos da Cidreira a turbidez ideal para a
sidra é de 0-50 NTU, sendo 50 NTU um liquido ligeiramente turvo e 10 NTU um liquido limpido. Assim

realizou-se a turbidez na sidra com as leveduras imobilizadas e livres durante dez dias de fermentacéo

para compara-las (Gréfico 15).
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Gréfico 15 - Turbidez Durante Dez Dias de Fermentacéao
Alcodlica com Leveduras Livres e Imobilizadas na Sidra
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Fonte: Autoria propria

Como ja& demostrado no Gréfico 9, a turbidez com leveduras livres € maior e crescente
comparada com as leveduras imobilizadas, pois esta relacionada com o aumento de leveduras no
meio. Na sidra com leveduras imobilizadas comec¢ou com a turbidez de 153 NTU e aumento para 202
NTU em dois dias de fermentac&o e depois manteve-se constante. Esse aumento pode ser causado
pelos polifendis no meio (ZURIARRAINS, 2014).

A sidra comecou com uma turbidez acima do ideal pois no suco de maca in natura utilizado
no estudo havia bastante sedimentos na garrafa. Mas se fosse realizado um processo de clarificacéo
nesse suco, a turbidez poderia estar dentro da faixa ideal mesmo com um pequeno aumento durante
0 processo. Isso resultaria na eliminacéo do processo de filtracdo/purificacéo no final da fermentagao,

0 que com o sistema tradicional (leveduras livres) é sempre necessario.

A cor é a primeira propriedade sensorial percebida durante a degustacdo da sidra como
também é uma avaliacdo para novos consumidores (IFPC, 2017). A cor na sidra depende da
guantidade de polifendis presentes no suco, da quantidade de oxigénio disponivel e também da

guantidade da enzima polifenoloxidases (PPO) (BAUDUIN, 2019). Assim verificou-se a coloracdo da

sidra no inicio e no término da fermentacéo, com leveduras livres e imobilizadas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores Médios dos Parametros L*, a* e b* da Sidra no Inicio e Término da
Fermentacdo na Sidra

Parametros Tempo (Dias) Leveduras Livres Leveduras Imobilizadas
L* 0 25,7166+0,0120? 25,6766+0,02602
10 27,0566+0,0606° 26,1300+0,1123°
a* 0 0,1800+0,07632 0£0,05562
10 0,2266+0,0569° -0,2433+0,13612
b* 0 0,5933+0,08962 0,3633£0,08172
10 -0,7200+0,0986° 0,2433£0,1361°

) etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os parametros L*, a* e b* (Teste de Tukey,
p<0,05)

Fonte: Autoria propria

O parametro L* apresentou uma diferenca significativa entre o inicio e término nas duas sidras.
Esse parametro verifica a luminosidade do meio, que varia do preto ao branco, logo, como os valores

nas duas fermentagbes aumentaram, demostra que o meio ficou mais claro durante a fermentacéo.

Observou-se que nos parametros a* e b* na sidra com leveduras livres ocorreu uma diferenca
significativa entre os tempos de fermentacéo. Para o parametro a* houve uma tendéncia ao vermelho
e para o b* uma tendéncia menos amarela. Na sidra com leveduras imobilizadas ndo ocorreu uma

diferenca significativa nesses dois parametros.

A coloracao da sidra pode ser relacionada com a turbidez do meio (Grafico 15), pois na sidra
com leveduras livres ocorreu uma variagdo maior para os trés parametros da coloracéo (L*, a* e b*),
assim como houve um aumento da turbidez durante todo o processo de fermentacéo. E para a sidra
com leveduras imobilizadas a turbidez aumentou no inicio da fermentacdo, mas depois manteve-se

constante, nédo interferindo na coloragéo.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens capturadas pelo MEV demonstram a morfologia da superficie das esferas de

alginato de calcio (Figura 18). Essas imagens foram observadas a cada 24 horas de fermentagéo

alcodlica para analisar possiveis alteracfes durante o processo.
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Figura 18 - Microscopia Eletrénica de Varredura nas Esferas de Alginato de Calcio Durante a
Fermentacéo Alcodlica na Sidra com Ampliacdo de 500x

Legenda: a — 0 Horas, b — 24 Horas, ¢ — 48 Horas, d — 72 horas

Fonte: Autoria prépria

Observa-se que até 24 horas de fermentacao na sidra (Figura 18a e 18b) as superficies das
esferas contém algumas rugosidades, que podem ter sido ocasionadas durante a secagem das
esferas, mas ndo se observa a presenca de leveduras. Na Figura 18c, com 48 horas, a superficie da
esfera esta mais volumosa, o que indica o crescimento das células de leveduras dentro das esferas.
Ja com 72 horas, (Figura 18d) e até as 240 horas de fermentacdo da sidra (dez dias), é possivel

observar as leveduras na superficie das esferas.

Como ja discutido nos itens anteriores, até o terceiro dia de fermentacdo na sidra com

leveduras imobilizadas, foi relatado o maior consumo de substrato e um rapido crescimento celular, e

através das imagens do MEV, conseguimos visualizar esses resultados.




Com os testes experimentais preliminares foi possivel identificar 11 varidveis no método de

encapsulacdo em alginato de célcio na fermentagéo alcodlica. 8 dessas variaveis foram mantidas
constantes e 3 foram estudas. Com as concentracdes adequadas do alginato de sédio, cloreto de
calcio e da concentracdo inicial de leveduras (3%, 3% e 1x107 células/mL, respectivamente),
aprimorou-se esse método, diminuindo os custos do processo de encapsulacao de leveduras.

Os resultados obtidos das variaveis estudadas foram aplicados na sidra, conseguindo um
aumento na producédo de etanol e também conseguiu quantificar as leveduras encapsuladas. Houve
uma relacéo entre a turbidez e a cor nas duas sidras, devido as leveduras livres no meio. A realizacéo
do MEV ajudou a observar e relacionar com os outros resultados do trabalho.

A comparacdo entre a fermentagdo alcodlica com leveduras livres e com as leveduras

encapsuladas em alginato de célcio essenciais para demostrar as diferengas e vantagens entre eles.

Para estudos posteriores, sugere-se a comparacao entre os compostos fenolicos das duas
sidras, a realizacdo de métodos para quantificar leveduras dentro das esferas de alginato de célcio e

a utilizacdo de uma encapsulacéo hibrida.
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