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Efeito do tamanho do indculo na fermentagao alcodlica
com microrganismos imobilizados

Effect of inoculum size in alcoholic fermentation with
immobilized microorganisms

RESUMO

Este artigo mostra o estudo da imobilizacdo celular de leveduras, processo que aprisiona a
célula em um espacgo em que ela ainda tenha boas condi¢des de sobrevivéncia. O objetivo,
dentro da fermentacgdo alcodlica, é estudar a técnica em diferentes condi¢des, como
variacdo de pH, de temperatura, de agitacdo e de inéculo. Para a realizagdo do experimento,
foram feitos testes em solugdes de alginato de cdlcio. Primeiramente, variando a
concentragdo da solugdo entre 2,0%, 3,0%, 4,0%. Como resultado, dentre essas a melhor
escolhida foi a de concentragdo 2,0% por decair o seu brix de 9,2% para 4,0%.
Posteriormente ocorreu a variacdo da concentragdo de inéculo dentro da solucdo de 2,0%,
comparando leveduras livres e encapsuladas. Pelos dados, a de melhor resultado foi a
levedura encapsulada de concentragdo 0,05g/mL.

PALAVRAS-CHAVE: Levedura. Imobilizagdo. Brix.
ABSTRACT

This article shows the study of cellular immobilization of yeasts, process that imprisons the
cell in a space where it still has good conditions for survival. The goal, within alcoholic
fermentation, is to study the technique in different conditions, as a variation of pH,
temperature, agitation and inoculum. For conducting the experiment, tests were performed
on calcium alginate solutions. Firstly, varying the solution concentration between 2,0%,
3,0% and 4,0%. As a result, among these the best choice was the 2,0% concentration
because its brix dropped from 9,2% to 4,0%. Posteriorly there was variation within the 2,0%
solution, comparing free and encapsulated yeasts. According to the data, the best result
was encapsulated yeast with a concentration of 0,05g/mL.
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INTRODUCAO

Algumas bactérias e leveduras sdo capazes de transformar agucares, como
glicose ou sacarose, em dalcool etilico e gas carbonico, sem a presenca de oxigénio.
Esse processo é chamado de fermentacdo alcodlica. Durante o processo, duas
moléculas de acido pirldvico sdo convertidas em alcool etilico, com a liberagdo de
duas moléculas de CO, e formagdo de duas moléculas de ATP. O alcool etilico é
muito utilizado pelo homem na producdo de bebidas alcodlicas, como cerveja ou
vinho. Ja o gas carbdnico pode ser aproveitado na produgao de pdes (LIMA, et al
2001).

Uma levedura que tem grande destaque por ser muita utilizada nesse
processo é a Saccharomyces cerevisiae. E um organismo eucariota unicelular que
pertence ao reino dos Fungos. Dentre diversas qualidades, algumas delas sdo que
possui um ciclo de vida rdpido, € um organismo ndo patogénico e de facil
manipulacdo genética. Essa espécie tem um papel milenar na producdo de alguns
alimentos. E muito utilizado como base para muitas industrias, como a de
panificacdo e de bebidas. Tem vantagens pois é de facil manutencdo em
laboratdrio e seu conhecimento biolégico é bem desenvolvido (LIMA, 2015).

Nos tempos atuais, uma técnica que vem crescendo cada vez mais é a
imobilizacdo celular, onde é causado o aprisionamento da célula em um espaco
onde ela ainda tenha boa atividade catalitica. Esse material imobilizado pode ser
uma célula de levedura, bactéria, enzimas e outros. Ao relacionar a técnica com a
fermentacdo alcodlica percebe-se uma diminuicdo no tempo do processo e
aumento da produgdo. Ha também uma boa transferéncia de massa das esferas
de levedura com o meio fermentado (Kovaleski, 2019).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as concentracdes de alginato e de
indculo em processo de fermentacdo alcodlico com células imobilizadas.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo do experimento foi utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae, marca comercial Fleshman, adquirida no comércio local. Para a
preparacdo da levedura foi realizada a pesagem conforme a concentracdo a ser
estudada e as células foram adicionadas em frasco contendo 100mL de agua
destilada, esterilizada e resfriada.

A esterilizacdo de todas as solugdes e amostras utilizadas neste estudo,
guando indicada, foi realizada em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Na preparac¢do da solucdo de alginato de sédio para a concentragao de 2,0%
foi utilizado 2,001g; 3,0% com 3,081g e 4,0% com 4,002g. Em cada um foi
adicionado 100mL de agua destilada esterilizada resfriada.

Para o teste de concentracdo de alginato foi utilizado 10,052g com 100mL de
agua destilada resfriada.

Foram preparadas 3 solu¢Ges de cloreto de célcio cada uma com 2,00 + 0,03g
adicionadas a 100mL de agua destilada estéril em temperatura ambiente.
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Para o encapsulamento da levedura no alginato de célcio foi feito o
gotejamento da solucdo alginato+células no cloreto de cdlcio sob agitacdo
magnética constante. Os métodos utilizados neste estudo foram adaptados de
Kovaleski (2019).

O meio utilizado para fermentacdo foi elaborado com 140g/L de sacarose,
5g/L de extrato de levedura, 0,7g/L de MgS04, 1,2g/L de NH4CI e 0,95g/L de
KH2POA4. Foram preparados 3 erlenmeyers com 100mL do meio e todos foram
esterilizados conforme descrito anteriormente.

Apds a autoclave e resfriamento, adicionou-se em cada Erlenmeyer as esferas
de leveduras e incubadas a 28°C por 5 dias com leitura do °Brix em refratometro
portatil no tempo D1 (Oh), D2 (24h), D3 (48h), D4 (72h) e D5 (96h).

Ao final deste primeiro experimento foi selecionada a concentragao de 2% de
alginato para a elaboragdo das capsulas onde o processo acima descrito de
imobilizacdo foi repetido para 4 diferentes concentracdes de indculo: 0,05g/mL;
0,10g/mL; 0,15g/mL; 0,20g/mL. Estas concentra¢des foram testadas em células
livres e imobilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A averiguacdo do consumo de aglcares através da medida no °Brix no meio
fermentado é uma das formas de acompanhar o desenvolvimento da fermentacao
alcodlica (LIMA et al, 2001). Segundo os autores, o contetdo de sdlidos soluveis
totais, representado principalmente pelos agucares redutores, inicialmente alto, é
consumido pelas leveduras durante o processo e transformado em etanol.

No primeiro experimento foi possivel observar (Grafico 1) que a partir todas
as concentracGes de alginato utilizadas na imobilizacdo celular foi possivel obter
células imobilizadas vidveis, com capacidade de consumo de cerca 50% dos
acUcares presentes no meio em um periodo de 24 horas de fermentacgao.

Gréfico 1 — Teor de sélidos solUveis totais (°Brix) ao longo de 96horas de fermentagao
alcodlica com leveduras imobilizadas em gel com diferentes concentragées de alginato
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Fonte: Autoria propria.
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Pode-se perceber a reducdo da quantidade de acucar ao longo dos 5 dias,
como esperado. A solucdo de concentracdo 2% foi a que apresentou maior
diferencga de brix nesse periodo de tempo, indo dos 9,2 % até 4,0%. As solugdes de
concentragdo 3,0% e 4,0% também permaneceram com o brix em 4,0. Por terem
apresentados resultados equivalentes e a menor concentracdo de reagentes
proporcionar um menor custo ao processo, a concentracao de 2% de alginato foi
selecionada para a préxima fase, onde foi avaliada a concentragdo do inéculo.

Diferentemente do experimento anterior, neta etapa nao foi possivel
observar o consumo dos acucares (Grafico 2) pelas leveduras imobilizadas ou
mesmo pelas leveduras livres (que ndo passaram pelo processo de
encapsulamento).

Gréfico 2 — Teor de sdlidos soluveis totais (°Brix) ao longo de 72horas de fermentacdo
alcodlica com leveduras livres (LL) e leveduras imobilizadas (LE) em gel de alginato
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Fonte: Autoria prépria.

As leveduras utilizadas sdo do mesmo lote utilizado no experimento
anterior, que apresentou viabilidade celular. Isto nos leva a crer que uma ou mais
falhas no processo levaram a inativacdo celular, e que estas falhas ndo estdo
relacionadas ao processo de encapsulacdo, uma vez que as leveduras livres
também estavam inativadas. Dois momentos no processo sao potenciais fontes de
erros: a hidratacdo e a inoculagdo da levedura. Isto porque estas etapas sdo
realizadas apds a autoclavagem e resfriamento do meio; quando os
microrganismos sdo adicionados com o meio ainda quente pode ocorrer a morte
ou inativacdo celular (LIMA et al, 2001). Porém ndo se pode descartar outras
hipdteses, como falhas na pesagem do meio levando a concentragdes elevadas de
nutrientes que inviabilizem o sistema de regulagdo osmotica da célula; falhas
operacionais que possam ter ocasionado por engano a esterilizacdo do indculo
antes da encapsulacdo e inoculagdo; falhas mecanicas que possam ter levado a um
sobreaquecimento da estufa mesmo que por um curto periodo e possam ter
inativado as células, e ainda a falha na coleta da amostra e realizacdo da leitura no
refratbmetro.
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Apesar de ndo atingir o resultado esperado com relacdo a selecdo da
concentracao ideal de indculo para o método proposto, optamos pela publicacdao
deste resultado para que fique demonstrada a importancia da realizacdao de
checklists e do acompanhamento criterioso de todas as etapas do processo,
manutencdo periddica e registro constante da temperatura nas estufas e
principalmente da relevancia da atencdo plena na realizagdo das atividades de
laboratdrio quer seja na iniciacdo cientifica ou em atividades de pesquisa mais
avancgadas, uma vez que as falhas no processo podem conduzir ndo apenas a
resultados falhos ou inconclusivos mas também a acidentes de trabalho com
potenciais riscos a saude do pesquisador e danos ao ambiente; toda as
caracteristicas descritas neste paragrafo ndo sdo possiveis sem constante
treinamento da equipe (COSTA, 2003).

CONCLUSAO

Foi possivel realizar a imobilizacao de Saccharomyces cerevisiae em diferentes
concentracdes de alginato de sddio, com obtencdo de células viaveis e definir a
concentragao de 2% de alginato como mais apropriada para uso.

Ndo foi possivel chegar a resultado conclusivo acerca da concentragdo de
inéculo pois a fermentacgdo realizada demonstrou a inviabilidade das células. Este
resultado levou a busca pelas possiveis causas da inativagdo celular e a discussdo
sobre controle de qualidade e biosseguranga nos laboratdrios de biotecnologia
para garantia dos resultados e seguranga dos pesquisadores.

As etapas desta pesquisa ndo foram concluidas devido a suspensdo das
atividades presenciais na UTFPR em decorréncia da pandemia COVID-19.
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