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Resumo

A carragena é um polissacarideo que apresenta estrutural central formada por
galactose, diferentes proporcées de grupos ésteres de sulfato e 3,6-anidrodrogalactose, sendo
muito utilizada nas industrias alimenticias e farmacéuticas, possuindo diversas
caracteristicas promissoras e apresentam uma alternativa bem completa para imobilizacdo
de células, possuindo excelentes propriedades de formacdo de gel. O presente trabalho teve
como objetivo sintetizar a esferas de carragena e de imobilizar microrganismos em sua
estrutura polimérica. Foram escolhidas duas leveduras Saccharomyces pastorianus e
Saccharomyces cerevisiae com microrganismos imobilizados. As leveduras imobilizas
foram testadas na fermentacdo utilizando trés substratos diferentes: o aglcar mascavo, 0
acucar cristal e a D(+)sacarose. A sintese da esfera de carragena foi alcancada quando houve
uma combinacdo das concentracfes de duas solucdes: da solucdo de carragena, na
concentragéo de 10 g.L e da solucdo de KCI, na concentracdo de 0,848 mol. L. Nessas
mesmas concentracdes foi possivel imobilizar as leveduras na matriz polimérica da
carragena e formar esferas. Os resultados das fermentacGes com as leveduras imobilizadas
mostram que o consumo do agucar ocorre por dois fatores: pela adsor¢do do acucar na matriz
polimérica da carragena, devido as interacOes eletrostaticas ocorrido entre eles e também
pelo consumo do agUcar pelas leveduras imobilizadas. A sacarose foi 0 melhor aglcar para
utilizar como substrato. Em relacdo aos microrganismos pode-se notar que Saccharomyces
cerevisiae obteve resultados mais promissor, devido a maior velocidade e maior de consumo
de aclcar, em comparacgdo com a outra levedura. Esse maior consumo, podem ser explicados
pela maior quantidade de células vidveis presentes dentro das esferas. Além disso, foram
realizadas a secagem das esferas com as leveduras imobilizadas no dessecador, em estufa e
naturalmente. Entretanto, as células ap0s a reidratacdo das esferas ndo se mostram viaveis.
Em vista de tudo isso pode-se concluir que células de microrganismos podem ser
imobilizadas em esferas de carragena, entretanto, deve-se refinar o processo de imobilizacéo
para aumentar a viabilidade celular. Além disso, as células imobilizadas podem ser usadas e

reutilizadas em processos biotecnoldgicos para produgéo de produtos de interesse.



Palavras-chaves: esfera de carragena; imobilizacdo de microrganismos; leveduras;

fermentacao.

Abstract

The present work aimed to synthesize carrageenan spheres and to immobilize
microorganisms in their polymeric structure. Two yeasts Saccharomyces pastorianus and
Saccharomyces cerevisiae with immobilized microorganisms were chosen. The
immobilized yeasts were tested in fermentation using three different substrates: brown sugar,
crystal sugar and D(+)sucrose. The synthesis of the carrageenan sphere was achieved when
there was a combination of the concentrations of two solutions: the carrageenan solution, at
a concentration of 10 g.L-1, and the KCI solution, at a concentration of 0.848 mol. L-1. At
these same concentrations, it was possible to immobilize the yeasts in the carrageenan
polymeric matrix and form spheres. The results of the fermentations with immobilized yeasts
show that the consumption of sugar occurs by two factors: by the adsorption of sugar in the
polymeric matrix of the carrageenan, due to the electrostatic interactions between them and
also by the consumption of sugar by the immobilized yeasts. Sucrose was the best sugar to
use as a substrate. Regarding the microorganisms, it can be noted that Saccharomyces
cerevisiae obtained more satisfactory results, due to the greater speed and greater
consumption of sugar, in comparison with the other yeast. This higher consumption can be
explained by the greater amount of viable cells present within the spheres. In addition, the
spheres were dried with immobilized yeasts in the desiccator, in an oven and naturally.
However, the cells after rehydration of the beads are not viable. In view of all this, it can be
concluded that microorganism cells can be immobilized in carrageenan spheres, however,
the immobilization process must be refined to increase cell viability. In addition,
immobilized cells can be used and reused in biotechnological processes to produce products

of interest.

Keywords: carrageenan sphere; immobilization of microorganisms; yeasts; fermentation.
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1. INTRODUGAO

Com o avanco da area da microbiologia, a utilizacdo de microrganismos em
processos biotecnoldgicos e em pesquisas tem aumentado, com isso, tém-se estudado formas
para a potencialidade dos microrganismos, sendo necessario que estejam disponiveis, facil
transporte e que mantenham suas caracteristicas e viabilidade celular no processamento
(BASSANI, 2018).

Dentre esses métodos podemos destacar a imobiliza¢do de células que consiste em
preservar as caracteristicas das células mantendo suas atividades cataliticas possibilitando
uma reutilizacdo das mesmas. Nos processos fermentativos utiliza-se células livres em
suspensdo, porém no uso de células/microrganismos imobilizados ocorre 0 aumento de
produtividade devido a elevada concentracdo de células, reutilizacdo das células por véarios
ciclos, aumenta a eficiéncia da fermentacao, melhora da qualidade do produto e reducao dos
impactos ambientais (GEISE, 2015; COVIZZI et al., 2007).

Carrageninas ou carragenanos sao uma familia de polissacarideos lineares sulfatados
obtidos a partir de extratos de algas marinhas vermelhas (rodéfitas), conhecidas por algas
carragindfitas, comuns nas costas de areas oceanicas temperadas. A carragena é utilizada na
producdo de alimentos (industrias lacteas e embutidos) para fabricacdo de gelatinas e geleias
(ARGAGEL,2022).

A classificacdo da carragena de acordo com as estruturas moleculares sao
Lambda (1), Kappa (k) e lota (1). Possui varias aplicagdes: gelificante, espessante, agente de
suspensdo e estabilizante e possui um diferencial das outras gomas, a interacao eletrostatica
entre grupos éster-sulfato nas proteinas do leite e utilizado como ligante natural para
embutidos na industria de carneos (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2020). As carragenas
lota e Kappa podem formar géis em agua em temperatura ambiente sem refrigeracéo e a
carragena Lambda é utilizada como agente espessante a frio ou a quente (NUNES et al.,
2003).

A carragena apresenta-se como uma alternativa bem completa para imobilizacao de
células, devido, possuir excelentes propriedades de formacéo de gel e aprisionamento de
compostos (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2020).
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A imobilizacdo celular é a adesdo/confinamento de células microbianas viaveis
dentro de uma matriz, preservando suas atividades cataliticas, ocorrendo naturalmente em
varios habitats. Pode-se, ser compreendida como aprisionamento de um microrganismo ou
enzima em uma determinada matriz conhecida como suporte (podendo ser pectina, geis,
crisélita (tipo de amianto conhecido por ter uma estrutura fibrosa, flexivel, fina e sedosa),

materiais ceramicos, residuos agroindustriais) (GEISE, 2015).

A fermentacdo alcodlica é um processo amplamente utilizado na producéo de bebidas
alcodlicas, como cervejas e vinhos. Esse processo € realizado por microrganismos,
principalmente leveduras, que convertem aclcares em alcool e dioxido de carbono. Para
aumentar a eficiéncia da fermentacéo, a imobilizacdo de células de leveduras pode ser uma
estratégia interessante, pois permite a utilizacdo de células imobilizadas, que podem ser

reutilizadas, além de possibilitar uma melhor eficiéncia na fermentacéo.

Nesse contexto, a carragena é um polissacarideo extraido de algas marinhas
vermelhas que tem sido amplamente estudado como matriz de imobilizacdo de células de
microrganismos, devido a sua capacidade de formar géis estaveis e porosos. No entanto, para
utilizar efetivamente a carragena como matriz de imobilizagdo, € necessario encontrar a
combinacdo adequada de concentracfes de carragena e outros componentes do meio de

cultura, bem como o método ideal de secagem.

O objetivo deste trabalho é avaliar diferentes combinacGes de concentracdes de
carragena e outros componentes do meio de cultura, bem como diferentes métodos de
secagem, para imobilizacdo de células de leveduras em esferas de carragena. Para isso, foram
testadas diferentes concentracdes de carragena e KCI, bem como trés tipos de acucares
(sacarose, acucar cristal e aclcar mascavo) em um meio sintético. Além disso, foram
testados trés métodos de secagem das esferas de carragena imobilizadas. Os objetivos

especificos sdo:

e Sintetizar e caracterizar esferas de carragena;
e Imobilizar microrganismos nas esferas;
e Analisar a atividade dos microrganismos imobilizados;

e Verificar a viabilidade dos microrganismos imobilizados.



2. REVISAO BILIOGRAFICA

2.1. AS ALGAS

As algas sdo organismos que realizam a fotossintese e produzem sua propria energia
para o funcionamento do seu metabolismo. Podem ser encontradas em mar, lagos, rios e
outros ambientes aquéticos, ser de tamanhos microscopicos e sdo consideradas plantas
aquaticas, ser dividida em unicelulares (microalgas) ou multicelulares (macroalgas). Uma
outra divisdo utilizada é pela coloracdo, caracteristicas que as diferenciam em algas
vermelhas (Filo Rhodophyta), algas verdes (Filo Chlorophyta) e algas pardas (Filo
Ochrophyta).Sua produgdo nédo exige trabalho especifico, produzindo em um hectare cerca
de aproximadamente 20 mil quilos de alga seca por ciclo de producdo (ALMEIDA;
CARNEIRO, 2020).

Possuem uma grande importancia economicamente e ecologicamente, devido seu
filtro natural para melhorar a qualidade da &gua, absorvendo nutrientes resultantes da
decomposicdo de matéria organica utilizada em seu desenvolvimento. Na indUstria, sdo
matérias-primas para diversos produtos: alimentos, bebidas, remédios, tintas, fertilizantes e
racdes para animais. Nos paises orientais, utiliza-se em molhos, sopas, carnes e na
elaboracéo do sushi (BASILIO, 2020).

As algas estdo ganhando destaque devido seus atributos comerciais, principalmente
seus polissacarideos sulfatados. Os extratos das macroalgas Gracilaria spp, Hypnea spp.,
Kappaphyccus alvarezii e Sargassum spp., denominados agar/agarose, carragena e alginato,
respectivamente. Sendo utilizados como ingredientes na indudstria alimenticia e de
cosmeéticos, por apresentarem propriedades emulsificantes e estabilizantes. As algas mais
utilizadas sdo as marinhas devido reunir todas as funcionalidades, podendo-se destacar a
espécie mais comercializada que é a Kappaphycus alvarezii, fonte da carragena, sendo seus
polissacarideos utilizados como estabilizantes em sorvetes, achocolatados, cervejas e
vinhos; espessante (ALMEIDA; CARNEIRO, 2020).

2.2. MERCADO DE ALGAS (ALGICULTURA)

De acordo Plano de Desenvolvimento da Aquicultura (2015-2020), a producéo

mundial com o pescado foi de 158 milhdes de toneladas, sendo 136,2 milhdes de toneladas
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para consumo humano, onde 69,6 milhGes de toneladas (51,1%) tiveram origem na pesca e
66,6 milhdes de toneladas (48,9%) de origem na aquicultura.

Os cultivos de algas marinhas sdo bem recentes no Brasil, porém, possui grande valor
de mercado com potencial para producdo de cosméticos e produtos alimenticios. Segundo a
FAO (2014), em 2013 ocorreu uma producdo de 23,8 milhdes (peso umido) de algas
cultivadas que foram colhidas em 33 paises para alimentagéo direta e processamento, com
uma estimativa de 6 milhdes de ddlares (PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA
AQUICULTURA BRASILEIRA, 2015).

De acordo com o relatério Fish 2.0 (2017), o mercado de algas em 2023 pode
chegar até em US$44,7 bilhdes, ocorrendo uma mudanga nas industrias, devido, sua
transformacéo de luz solar e o didxido de carbono em gorduras (STARTSE, 2017).

As industrias de algas marinhas mais produtivas estio localizadas na Asia, devido,
baixos custos laboratoriais, combinantes com técnicas simples e inteligentes de
industrializagdo (PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA AQUICULTURA
BRASILEIRA, 2015).

O cultivo de macroalgas no Brasil ocorre em quatros estados: Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Ceara e Rio Grande do Norte. No Rio de Janeiro e Sdo Paulo, sdo responsaveis pelo
cultivo da espécie Kappaphycus alvarezii e Ceara e Rio Grande do Norte pela Gracilaria
spp. Ressalta-se que o potencial da algicultura estende por todo litoral brasileiro e também,
existem outros géneros de macroalgas presentes no litoral nordestino como a Hypnea
musciformis e o Sargassum spp (PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA
AQUICULTURA BRASILEIRA, 2015).

Com o aumento da producdo de pescados nos ultimos anos, houve um aumento
significativo na aquicultura. O Brasil estd no 12° como maior produtor mundial em
aquicultura, com 8.500 km de costa maritima e 23 km de agua doce, considerado privilegiado
pela diversidade e suas caracteristicas, podendo avangar muito no ranking. O cultivo de algas
(algicultura) no Brasil é em pequena escala ainda, porém possui grande valor de mercado
sendo utilizado na industria alimenticia e farmacéutica, na producédo de cosméticos. A goma
carragena € extraida da alga vermelha Kappaphycus alvarezii. No Brasil, sua produgéo
principal se concentra no Litoral Fluminense, tendo produtos adjacentes no Rio de Janeiro,
Sédo Paulo, Ceara e Rio Grande do Norte, responsaveis pelo cultivo da alga Gracilaria spp.
Existe a producdo de outros géneros de macroalgas Hypnea musciformis e o Sargassum spp.
no litoral nordestino ( PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA AQUICULTURA
BRASILEIRA 2015/2020).
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2.3. CARRAGENA

A carragena é um polissacarideo que apresenta uma estrutura central formada por
galactose, diferentes proporc¢des e localizagfes de grupos ésteres de sulfato e na proporgéo
de 3,6-anidrogalactose sendo obtido de algas vermelhas do tipo Rodophyceae descoberto em
1785, na cidade de Carragena, no norte da Irlanda, utilizada para aumentar a viscosidade do
leite. Existem diversas fracdes de carragenas, com isso, 0s pesquisadores sugeriram sistemas
de nomenclatura baseando-se na estrutura quimica dos polissacarideos. A coleta das algas é
realizada manualmente em zonas intermareais ou por meio do mergulho com equipamentos
adequados. Em seguida, as algas sdo colocadas no sol para secagem para atingir uma
umidade ideal (ANTUNES; CANCHQOS, 1984).

A carragena é bastante utilizada no setor alimenticio e farmacéutico com inimeras

aplicacdes mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Aplicacdes da Carragena (AGARGEL, 2015).

Aplicacbes da carragena

Géis de sobremesa Medicamentos (leite de magnésia, laxantes,
Xaropes)
Geleias debaixo valor caldrico, Rac0es para animais
Géis para produtos de consumo a base Odorizador de ar
de peixe
Balas de Goma Sorvetes
Sucos de frutas e concentrados em po Cobertura acucarada, Recheio de tortas,
Temperos Massas de péo e bolo
Cremes para café e tipo chantilly Tintas
Molhos para pizzas Produtos de Limpeza
Foérmulas para bebés, Embutidos carneos (presunto, apresuntado,
mortadela, hambdrguer, patés, aves e carnes
processadas)
Log0es e cremes, xampus, cremes Molhos de salada e sopas em pd
dentais

A extracdo da carragena de algas vermelhas carragindfitas podem ser dos géneros
Kappaphycus, Gigartina, Eucheuma, Chondrus e Hypnea. Com isso, sua estrutura central é
formada por galactose diferenciando em relacdo a proporcéo e localizacdo de grupos ésteres
de sulfato e 3,6-anidrogalactose onde apresenta trés tipos principais: Kappa, lota e Lambda,

sendo 0 mais utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, petroquimica entre outras
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(OLIVEIRA, 2017). Na Tabela 2 apresenta as algas que dao origem a carragena e suas

estruturas quimicas.

Esse aditivo é bastante utilizado nas industrias alimenticias, principalmente em
produtos céarneos e lacteos (PEDROSA; DEMIATE, 2008), apresentando diversas
vantagens: 1) alto poder de absorcdo; 2) retencdo da umidade natural do produto, assim
eliminando perda de liquidos, com isso, prolonga a suculéncia e sua caracteristica
geleificante; 3) reducdo da &gua livre; 4) substituicdo de gordura pela carragena em produtos
light e diet (SANTOS et al., 2008).

Segundo Villanueva e Montafio (2003), a carragena € uma mistura complexa de no
minimo 5 polimeros, denominados Kappa (K), Lambda (I), Mu (m), lota (i) e Nu (n), sendo

classificada de acordo com sua estrutura e propriedades fisico-quimica:

e Kappa: gel rigido, quebradico, termorreversivel, alta forca de gel, apresenta
sinérese.

e lota: gel elastico, termorreversivel, ndo apresenta sinérese, propriedade
tixotropica.

e Lambda: soluvel a frio, ndo gelificante, produz altas viscosidades.

Onde a K e « -carragena sdo 0s mais importantes no ramo alimenticio.

Tabela 2. Algas com seus produtos e respectivas estrutura quimica (OLIVEIRA, 2017).

Origem Produtos Estrutura Quimica
Kappaphycus x —Carragena
alvarezii

Eucheuma L —carragena
spinosum

Gigartina A —carragena
spp.

Chondrus

Spp
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As carragenas lota e Kappa podem formar géis em dgua em temperatura ambiente
sem refrigeracéo e a Lambda é utilizada como agente espessante a frio ou a quente (NUNES
et al., 2003).

2.3.1. Solubilidade

O principal solvente para a carragena € a dgua, porém isso dependera de varios fatores
(temperatura, presenca de ion e o tipo de carragena) e sdo insollveis em solventes organicos
(FERREIRA e SOLER, 1992). Na Tabela 3 apresenta as solubilidades das principais

carragenas em diferentes meios.

Tabela 3. Solubilidade da carragena em diferentes meios (SANTOS; BRUNIERA,
GARCIA, 2008).

Meio Kappa lota Lambda
Agua Fria Solavel* Solavel* Soluvel
Leite Quente Solavel Solavel Solavel
Leite Frio Insoluvél? Insoluvél? InsolGvel
Solucbes de acucar Soluvél® Insoldvel Insolavel
afrio
Solucbes de acucar Insoldvel Insoldvel Solavel*
a quente
Solucbes Salinas Insoldvel Soluvel
Com solvente em Solavel, quando Solavel, quando Solavel, quando
agua (alcool, umedecido no umedecido no umedecido no
glicerina, entre solvente e depois solvente e depois solvente e depois
outros) adicionado a 4gua adicionado a 4gua adicionado a 4gua

1. K*e Ca** de Kappa e lota geralmente nao sdo sollveis, mas considera-se solGvel pois se
expandem e quando a viscosidade a frio € a mesma ap6s seu aquecimento e resfriamento, séo
consideradas sollveis em agua fria.

2 - somente soltvel em presenca de pirofosfato de tetrassodio (TSPP).

3 - concentracdo de sacarose de 65% a 70°C.

* - Na teoria sdo solUveis, mas na pratica podem conter um baixo teor de Kappa, tornando-a insollvel.

A carragena dos tipos Kappa e lota possuem uma interacdo com os ions de potassio,
acima de pH 4,5, as solugbes de carragena sdo estaveis porque as condicdes de
processamento ndo sdo capazes de afeta-las e sdo apropriadas para utilizacdo em produtos
acidos (IMESON, 2000 apud SHARMA et al., 2022) . E o célcio, aumentando a dureza,

fragilidade, temperatura de gelificacdo e a sinérese dos seus géis em agua. J& os sais de
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sodios ndo modificam a textura dos géis e os ions de sdédio e potéssio de polifosfatos e
citratos ajudam na solubilidade em solucdes frias e quentes, diminuindo a viscosidade
através do sequestro dos ions divalentes e estabilizam em meios &cidos (SANTOS;
BRUNIERA; GARCIA, 2008).

2.3.2. Viscosidade

A viscosidade da carragena varia de 5 a 800 cP (centi Poise), medida a 75 °C em uma
concentracdo de 1,5%. A essa temperatura ndo ocorre a gelificacdo. E quando ocorre o
aquecimento da mesma com posterior resfriamento, a viscosidade aumenta gradualmente até
alcancar a temperatura de gelificagdo formando um gel resistente. Sua variacao ira depender
da concentracdo, temperatura, presenca de outros solventes, tipo de carragena e peso
molecular (NUNES et al., 2003).

2.3.3. Gelificacao

Em meio aquoso ocorre a formacao de coloides e géis por meio de concentracdes
baixas. A Lambda atua como agente espessante a frio ou quente e lota e Kappa sdo utilizados
como agentes espesssantes em produtos de alta temperatura, resultando em géis estaveis e
transparentes obtendo uma variedade de texturas (desde elasticas até géis firmes). O poder
de gelificacdo da Carragena é maior no leite devido a interacdo com a caseina produzindo
um efeito sinergético (FERREIRA; SOLER, 1992). A Figura 1 apresenta 0 mecanismo de

gelificacdo da carragena do tipo kappa e iota.

Figura 1. Mecanismo de gelificacdo da carragena (GELYMAR, 2015)
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As solugdes quentes de carragena kappa e iota formam géis termo sensiveis depois
que ocorre o resfriamento, podendo ser explicado por meio da formacao de uma estrutura de
dupla hélice pelos polimeros da carragena. Ja em temperatura acima da fusédo do gel, 0s
polimeros de carragena ficam na solugdo como espirais aleatorios. No resfriamento, 0s
polimeros tridimensionais sdo formados por hélices duplas constituindo os pontos de juncao
das cadeias de polimero e quando ocorre um resfriamento adicional causa a agregacao dos
pontos de juncdo para formar a estrutura de gel tridimensional. Ressalta-se que é importante
a presenca de al¢as na cadeia bem como o numero, tipo e posicao dos grupos de éster sulfato
para propriedades de gelificagdo. Utiliza-se sais de potéassio ou célcio para obtencdo do gel

em agua, em leites ndo sdo necessarios (GELYMAR, 2015).

Na Tabela 4 sdo apresentas as caracteristicas dos geéis das carragena conforme

proposta de Agargel (2015).

Tabela 4. Caracteristicas dos géis de carragena (AGARGEL, 2015).

Caracteristicas Kappa lota Lambda
Efeito dos cations Gel mais forte com  Gel mais forte com Né&o gelifica
0s ions de potassio os ions de Calcio
Tipo de Gel Forte e quebradico Elastico e coesivo Né&o gelifica
com sinérese sem sinérese e
tixotrépico.
Estabilidade de Né&o tem Estavel Né&o tem

congelamento/
descongelamento

2.4. IMOBILIZACAO DE CELULAS

A imobilizacdo celular € a adesdo/confinamento de células microbianas viaveis
dentro de uma matriz preservando suas atividades cataliticas, ocorrendo naturalmente em
varios habitats. Pode-se também, ser compreendida como aprisionamento de um

microrganismo ou enzima em uma determinada matriz (GIESE, 2015).

Sendo divididas em naturais e artificias. A natural ocorre com a formacgédo de
biofilmes e adesdo/adsorcdo microbiana em suportes sintéticos ou naturais e também, ocorre
em espontaneamente em meio por meio de interacdes eletrostaticas. Ja a artificial é realizada
as encapsulacdes com alginato de célcio e as ligagdes das células nas matrizes é feita por

meio de ligacdes covalente utilizando agentes ligantes (glutaraldeido) (OLIVEIRA, 2011).
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Com o crescente aumento da utilizacdo da imobilizacdo celular, pode-se notar
diversas vantagens, como: aumento do periodo de tempo da atividade e estabilidade do
biocatalisador; favorece processos fermentativos, diminui 0s custos e tempo de producéo;
aumenta a afinidade do microrganismo pelo substrato; aumenta a tolerancia em
concentracdes elevadas de substratos e compostos toxicos; permite fermentacbes em
temperaturas mais baixas; facilidade de recuperacdo dos produtos e separacdo celular do
mosto; reuso de biocatalisador sem remocdo do tanque fermentativo; diminui o risco de
contaminagdo microbiolégica, devido a alta concentracdo de células e diminui¢do do tempo
de maturacgdo de alguns produtos (COVIZZI et al., 2007).

A imobilizacéo de células é muito utilizada em diversas aplica¢gdes, como: producédo
de pigmentos; producédo de enzimas; biodegradacao; biotransformacao; reducao de sulfatos;
producéo de vinhos doces; producéo de leite fermentado; producao de sucos e refrigerantes
entre outros (COVIZZI et al., 2007).

De acordo Gondim (2009), existem quatro métodos de imobilizacdo: ligacdo de
superficie, aprisionamento em matriz porosa, contencao por membrana e aglomeracgdo. Esses
métodos estdo detalhados na Figura 2, de modo existirem oito subclassificacbes para

métodos de classificagéo.

Figura 2. Principais métodos de imobilizacao celular (GONDIM, 2009)
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2.4.1. Ligagao de Superficie

A ligacéo de superficie utiliza o suporte solido por forcas eletrostaticas ou por ligacdo

covalente entre membrana celular e o suporte (materiais celuldsicos: DEAE-celulose,
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madeira, serragem; materiais inorganicos: porcelana porosa, vidro poroso), ressaltando que
a escolha do suporte dependera das propriedades, como for¢a mecanica, estabilidade fisica
e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do de enzimas e custos.
Destaca-se a principal vantagem desse método é a facilidade de realizar este tipo de
imobilizacéo (LIMA, 2019).

2.4.2. Aprisionamento dentro de uma Matriz Porosa

No aprisionamento dentro de uma matriz porosa ocorre por meio da penetracdo das
células na matriz porosa até que a mobilizacdo seja obstruida por outras células ou que se
forme material poroso em uma cultura de células, através de uma rede rigida evitando que
as células se difundam para o meio circundante (LIMA, 2019). No trabalho proposto
utilizou-se o aprisionamento de matriz porosa, devido ser utilizado para fermentacdo e
também, por ser utilizados em imobilizacdo o de geéis de polissacarideos (k-carragena, agar e
alginato. (MISHRA et al., 2016).

2.4.3. Aglomeracao

A aglomeracdo ocorre por meio do envolvimento a agregacao ou a floculagdo das
células de maneira natural ou artificialmente induzida sem a necessidade de um suporte de
imobilizacdo. Esse método depende diversos fatores, como composi¢do da parede celular,

pH, oxigénio dissolvido e composi¢cdo do meio. (GROBOILLOT et al., 1994).

2.4.4. Contencgdo por barreira

A contencdo por barreira é conhecida como encapsulamento, utiliza-se membranas
pré-formadas (reatores do tipo hollow fiber) ou formag&o in situ da membrana em torno das
células a serem imobilizadas. Possuem vantagem de maior capacidade de contencdo de

células e prevencéo da perda de células para o meio de fermentacdo (KAREL et al., 1985).

2.5. ESFERAS

Segundo Gomes (2007), mostrou a imobilizacdo de esporos bacterianos de uma

linhagem de Bacillus subtilis em esferas de quitosana e avalicdo germinacao dos esporos, a



Revisdo Bibliografica

16

eficiéncia das células livres e imobilizadas dessa linhagem biodegradando em n-hexadecano.
Ressalta-se que a imobilizacdo dos esporos foi viavel e reprodutivel, sendo resistentes a
quitosana e ao alto tratamento de fabricagdo das esferas e germinaram na presenca de

glucose.

Duarte (2015), propds o desenvolvimento de esferas de alginato/pectina com centro
liquido por meio da esterificacdo inversa, com isso, utilizaram amido de milho (1,5%, 2,0%,
2,5% e 3,0%) e diferentes concentragdes de sacarose (15%, 32%, 45% e 64%) na formulagao
da solucdo do preparado. Notou-se que porcentagens abaixo de 1,5% ndo favorece a
formacdo das esferas e a quanto ao uso da sacarose, nas condicdes realizadas, percebeu-se
gue guanto maior concentracao dessa, menor sera a viscosidade do preparado. Nesse caso a
melhor porcentagem foi de 32% e os bubbles produziram melhores esferas com porcentagem

de 3,0%, sendo esferas mais esféricas e firmes.

Dalponte e colaboradores (2016), realizaram a producéo de esferas de alginato de
calcio contendo TiO, (didxido de titanio) imobilizado, avaliando quanto ao poder de
factibilidade de producdo, caracteristicas morfolégicas e ao seu poder de degradacdo do
corante azo amarelo tartrazina (amarelo acido 23). Os resultados encontrados que
correspondem a producdo de esferas contendo Ti0, sdo viaveis com 1 a2 % de Ti0, e apds
a secagem apresentaram menor porosidade que o Ti0, em pé sendo confirmados através das
imagens de esferas contendo parte das particulas de TiO, na sua superficie. 1sso aconteceria,
segundo esses autores, devido a auséncia de poros e pelo menor rendimento de
fotodegradagdo com usos de esferas cataliticas (15,1% moléculas iniciais de corante) do que
0 estudo com o uso de Ti0, em pd (97%). Com isso, para 0 mesmo rendimento em pés e na

forma imobilizada precisaria de 6,4 vezes maior de TiO, na forma imobilizada.

Ortiz (2017), pesquisou a imobilizacdo celular por aprisionamento em alginato de
calcio em levedura Saccharomyces cerevisiae com nanoparticulas magnéticas de magnetita.
Ocorreu a realizacdo da imobilizacdo celular da levedura com o alginato de calcio e as
particulas magnéticas, sendo que a presenga da magnetita no suporte ndo impediu a formacéo
da estrutura gelatinosa do alginato. A caracterizacao das esferas imobilizadas mostrou que a
superficie das esferas possui aspecto rugoso e irregular, com presenca de cavidades

diferentes formatos e tamanhos, através da microscopia eletrdnica de varredura.

Bassani (2018), realizou um estudo de técnica de imobilizacéo celular com as células

Escherichia coli e Enterobacter aerogenes sendo aprisionadas em esferas de alginato de
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calcio em diferentes condi¢Oes de armazenamento por 240 dias. Observou-se a formacéo de
esferas de diametro uniforme (didmetro medio de 3,52 mm) e eficiéncia de imobilizacédo
superior a 99%. As esferas Umidas obtiveram formato esférico com pequenas irregularidades
na superficie e nas esferas liofilizadas com superficie enrugada e sulcos bem definidos,
sendo possivel a observacdo de células aglomeradas entre os poros. Em relagcdo, ao
aprisionamento, quando feito umido sob refrigeracdo e liofilizadas sob congelamento
mostram-se Vviaveis e mantiveram a estabilidade bioquimica durante 240 dias de

armazenamento.

Jesus (2018) observou que esferas produzidas com alginato 2% apresentaram
homogeneizacdo, formato esférico regular e textura adequada. Ja a concentracao de 1% as
particulas apresentaram leves pontas, com aspecto de gota e menor didmetro e a
concentragdo de 3% ficaram achatadas, quando utilizadas CaCl,10% e viscosidade elevada
devido ao gotejamento lento (12 h para transferir 50 mL) podendo inviabilizar o processo de
producdo e a utilizagéo das esferas nos cultivos microalgas.

Schafranski (2019), realizou mostra a extracdo de compostos fendélicos de folhas de
amoreira preta para posterior encapsulamento de alginato de célcio a partir dos extratos
foram encapsulados em esferas de alginato de calcio e avaliado varios parametros (testes de
eficiéncia de encapsulamento, liberacdo do principio ativo em &gua, estabilidade no
armazenamento e caracterizacdo das esferas). Observou-se que é possivel a extracdo do
encapsulamento em esferas de alginato de sddio e a otimizacdo do processo de extracdo dos
compostos fendlicos e o encapsulamento, mostrou-se eficiente em concentracdao 1,5%m/v

produzindo melhores esferas.

Santos (2020), relata a utilizacdo da microalga Chlorella vulgaris para remocéo de
nitrogénio na forma de nitrato e amonia de esgotos domésticos, através da imobilizacédo de
esferas de alginato de calcio. Os resultados indicaram a remocdo de 85,19% de aménia e
30,95% de nitrato do efluente, tendo um aumento de pH (7,05 para 9,25), que poderia ser

atribuido, conforme discute, devido a atividade fotossintética dessa microalga.

2.6. IMOBILIZACAO UTILIZANDO A CARRAGENA

Calik e colaboradores (1999) realizaram um estudo que buscam avaliar a utilizagao

de k-carragena na imobilizagdo de Pseudomanas dacunhae para producdo de L-alanina,
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utilizando condicdes de operacdo de pH (7-7,5), temperatura (299 K) e uma concentracédo de
k-carragena (3 a 5 %).Foi possivel perceber, segundo os autores que 0 sucesso do processo
depende da atividade inicial das células a serem imobilizadas e o procedimento de
imobilizagcdo ocorre uma alta retencdo da atividade da enzima e alta estabilidade de
preparacdo. Desse modo, segundos esses autores, foi possivel notar que houve uma melhor
interacdo com tamanho da esfera 3 mm, sendo que o efeito diminui com a diminuicao do

tamanho do pellet.

Segundo Pramanik e colaboradores (2011), ao pesquisarem os efeitos do
aprisionamento de &cido nucléico em trés culturas mistas em tratamento biolégico de aguas
residuais, notaram-se que as esferas de carragena desintegravam-se em 4 a 6 dias e
concluiram que o aprisionamento da carragena modificou a comunidade bacteriana mais do
que a de alginato e PVA (35-80% contra 0-35%).

Segundo Sankalia (2005), ao examinar a influéncia de varios parametros do processo
de aprisionamento da a-amilase em granulos de carragena reticulados para melhoria da
estabilidade. A viscosidade da k-carragena influenciou em particulas maiores levando uma
dissolucdo completa e resultou em maiores temperatura 50 e 90 °C. O aumento da liberagédo
de a-amilase nas particulas de k-carragena, em baixas concentragdes, pode ser explicado
devido a baixa concentracdo de cloreto de potéssio, ocasionando por sua estrutura menos
reticulada resultando numa matriz mais porosa. A concentragéo de k- carragena (56,77%)
teve coeficiente positivo, enguanto a concentracdo de cloreto de potéassio e tempo de
endurecimento foram negativos. Neste trabalho, ele conclui que o método de gelificacdo
ionotropica com matriz polimérica por 3,5%(p/v) k-carragena, 0,7M cloreto de potassio e 30
min de tempo de endurecimento resulta na producéo de corddes com auséncia de agregado,
% de aprisionamento de 73,79 e T90 de 74,4 min e indice composto 83,01, portanto, a vida
util dos granulos carregados de enzima aumentou até 3,53 anos em comparag¢do com 0,99

ano da formulagéo convencional e melhora a estabilidade.

Segundo Wong, Tamb e Lau (1998), ao propurem um estudo de efeito da
imobilizacdo na microalga Chlorella vulgaris por meio da imobilizagdo em gel de
Carragenina. Neste estudo foi possivel notar que o gel de Carragenina nao teve efeitos
adversos sobre o crescimento e fisiologia da microalga imobilizada e que a atividade da
enzima foi conservada através das células imobilizadas, portanto, pode-se afirmar que a

Carragenina pode ser utilizada com matriz de gel alternativa para imobilizar microalgas.
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2.7. LEVEDURA DA ESPECIE Saccharomyces pastorianus

A levedura Saccharomyces pastorianus (antiga Saccharomyces carlsbergensis)
(Nome comercial SAFLAGER™ S-23) por meio de diversos estudos constatou que néao é
uma linhagem pura, mais sim, hibrida entre a S. cerevisiae e S. eubayanus. Esse autor
considerou ainda que essa levedura teria um perfil fermentativo mais neutro e com maior
capacidade de floculagdo e além de ser uma das mais utilizadas na industria alimenticia para
producdo de bebida juntamente com a Saccharomyces cerevisiae (MATQOS, 2021).

A Saccharomyces pastorianus foi descoberta em meados do século —XIX,
causando uma grande movimentacdo no mundo cervejeiro, sendo responsavel pela
fermentacdo de cervejas da familia lager , sendo a espécie mais utilizada mundialmente no
setor cervejeiro, sendo capaz de fazer fermentacdo em baixas temperaturas (GIBSON, B.R.
& LITI, G., 2015).

2.8. LEVEDURA DA ESPECIE Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 primeiro eucarioto com genoma
sequenciado utilizando como modelo em diversas pesquisas e considerada o maior produtor
de produtos biotecnoloégicos do mundo, comparado a outro microrganismo, presente na
producdo de pdes, pizzas, queijos, cervejas, vinhos e outros fermentados. Sendo, um fungo
unicelular, heterotréfico e facultativo, sendo encontrado no ar, dgua e solo, possuindo
caracteristicas: pouco exigente ao meio de cultura (suportando meios &cidos e altas
concentracdes de acucar), simplificacdo na manipulacdo genética, possibilitando geracdo e

analise de mutantes, e entre outras (CRUZ, 2021).

2.9. VIABILIDADE DO MICRORGANISMOS

A viabilidade dos microrganismos estuda se 0s microrganismos sao eficientes para
determinado processo/tratamento e também, se podem ser utilizados mais de uma vez.
Ultimamente tem-se estudo bastante a viabilidade dos microrganismos para ver se serao
eficazes ou ndo. Com isso, alguns fatores séo levados em consideragéo, tais como pH, acidez,

oxigénio, atividade de &gua, sal, acucar e produtos quimicos e também, existem algumas que
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podem atrapalhar condicbes de processamento, aromatizantes, corantes, entre outros
(BIASUZ, 2021).

Um método muito utilizado para descoloracdo para viabilidade dos microrganismos
é a coloracdo de azul de metileno, ocorrendo uma reducdo de sua coloragdo a partir das
enzimas existentes, das enzimas existentes, com isso, quando as células estdo mortas elas
ndo coram, ja as células vivas elas descolorem, com isso, pode-se realizar a estimativa da
viabilidade celular (REVISTA INTERNET TECNICA DO VINHO, 2022).

E um método muito utilizado para determinar a viabilidade de células de leveduras é
0 uso da camara de Neubauer, conhecida como hemacitometro. Onde a mesma, possui uma
lamina de microscopia com marcac¢des quadrantes. Quando colocado no microscépio pode-
se perceber que existem trés tipos de quadrantes (A, B e C) formando um quadrado maior
com subdivisdes diferentes possuindo 9 quadrantes de 9 mm? sendo cada quadrante sdo
quadrados 1x1 mm , em que no quadrante A, podem sendo contadas células grandes;
quadrante B, podem ser contadas células intermediarias e o quadrante C, podem ser contadas
células pequenas (UNESP, 2022).

2.8.MEIO SINTETICO DE CULTURA

O meio de cultura sintético pode ser utilizado para o desenvolvimento e crescimento
de micro-organismos especificos, suprindo assim, as exigéncias nutritivas dos
microrganismos. E segundo Santos (2008),esse tipo de meio ao ser constituido por uma rica
composic¢do em nutrientes (agucar, vitaminas e micronutrientes) fora do seu habitat natural
e condi¢cBes ambientais favoraveis para esse cultivo. Além desses fatores, deve ser levado
em conta o pH e a quantidade de oxigénio ou mesmo a sua auséncia (SANTOS,2008).

2.8.1. Acucar cristal

O acucar cristal possui graos maiores e transparentes, possuindo baixo teor de sélidos
sollveis, além disso perde 90% dos seus sais minerais devido seu processo de refinamento,
sendo muito utilizado na inddstria alimenticia para producdo de biscoitos, confeitos e
bebidas (SANTOS, 2019).
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2.8.2. AcuUcar mascavo

O acucar mascavo € um produto obtido da cana-de-acUcar da espécie Saccharum
officinarum L., considerado escuro e uUmido, ricos em sais minerais ndo sofrendo
refinamento, conservando sua composic¢ao. Essa pode variar desde sacarose, frutose, glicose,
potassio, calcio, magnésio, fosforo, sédio, ferro, manganés, zinco, vitaminas A, B1, B12,
B5, C, D6. Sua coloracdo ird depender de onde foi plantada e o clima da regido, podendo
trazer um caldo mais rico em polifendis e aminoacidos e também da constituicdo do material
utilizado no seu processamento, sendo melhor de aco inoxidavel, sendo um produto
ocorrendo um produto de coloragdo mais escura, ocorrendo o escurecimento do acucar
(LOTUMOLDO, 2022).

2.8.3. Sacarose

A D(+)sacarose P.A. composta por uma glicose e frutose, considerada um
dissacarideo. Somente a cana-de-agucar e a beterraba podem produzir um rendimento viavel

para producéo industrial desses compostos (SANTQOS, 2019).



3. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratérios (01/02 e 03/04)
do Mestrado em Engenharia Quimica da Universidade Federal de S&o Jodo Del-Rei, no

Campus Alto Paraopeba, em Ouro Branco-MG.

3.1. FORMACAO DAS ESFERAS

Utilizou-se a metodologia de Sankalia (2006) com modificacdes, para chegar aos
parametros de temperatura da agua para solubilizar a carragena, de 70°C. Para formar as
esferas, a temperatura da solucdo de carragena deve abaixar até 55°C.

Foi realizado um estudo para conseguir as concentracdes ideais da solucdo de k-
carragena (Cereais Bramil Ltda) e da solucdo de KCI (Dinamica). E na solugdo de KCI que
ocorre a formacdo do gel agregado, devido a compensacao de carga dos grupos sulfetos da
carragena pelo ion K*. Além disso, € nessa fase que se consolida a conformagéo esférica do
gel agregado.

Foram testadas diversas concentracfes, tanto das solucbes de carragena, quanto das
solucBes do cloreto de potassio. As massas utilizadas em todos os testes sdo apresentadas no
Apéndice 1.

3.2. IMOBILIZACAO DE LEVEDURAS

A quantidade de Saccharomyces pastorianus ou de Saccharomyces cerevisiae
utilizada para os experimentos de imobilizacdo foi calculada por meio das taxas de
inoculagdo (minima: 80 g.L™ e maxima: 120 g.L™?) indicadas pelo fabricante, considerando-
se uma correcao, devido ndo ser esperado a multiplicacdo consideravel de células durante o

processo de fermentacdo em meio sintético previamente ndo aerado.

Assim, foi possivel definir as taxas de leveduras liofilizadas (minima: 0,30 g e
maxima: 0,45g) para fermentacdo do volume de 150 ml de substrato. Para a hidratacdo das

leveduras, foi utilizado 10 vezes a sua massa. A Tabela 5 apresenta a massas de agua.
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Tabela 5. ConcentracGes de leveduras para os testes de fermentacao.

Experimento Taxa de inoculacdo de  Massa de 4gua  Concentracao da solugdo de

leveduras (g/150 ml) destilada carragena (g.L™)
1 0,30 3 10
2 0,45 4,5 10

Pesou-se 0,30 e 0,45 g de leveduras Saccharomyces pastorianus e Saccharomyces
cerevisiae e hidratadas com 3,0 e 4,5 g de agua destilada respectivamente, respeitando a
indicacdo do fabricante, ficando 30 min submersas até a completa hidratacdo dessass

leveduras.

As solucBes de carragena de concentragdo 10 g.L foram preparadas a partir da
utilizacdo de 1 L de agua destilada previamente aquecida a 70 °C. Apds o aquecimento foram
adicionadas as massas de carragena para o preparo da solucdo e houve a agitacdo das
mesmas. Em seguida, realizou-se o resfriamento até atingir a 40-45°C para acrescentar a
levedura Saccharomyces pastorianus e Saccharomyces cerevisiae. As solucdes ficaram em
agitacdo constante para completa homogeneizacdo e, em seguida, com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, a solucdo foi gotejada na solucdo de KCI. As esferas ficaram 30 min na

solucdo de cloreto de potassio.

3.3. MEIOS DE CULTURA SINTETICO

Na Tabela 6 estdo listadas as massas dos componentes utilizados na preparacdo do

meio de cultura sintético.

Tabela 6. Composi¢cdo do meio de cultura sintético

Composto Massa (g)
Agua Destilada 300
Acucar (Mascavo ou Cristal ou Sacarose) 42
Extrato de levedura 1,5
Sulfato de Magnésio (MgSOa4) 0.21
0,36

Cloreto de Amonio (NH4ClI)
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Os compostos foram homogeneizados por meio da fervura durante 10 min utilizando
um agitador magnético com Erlenmeyer de 500 ml. As solugdes ficaram vedadas para o
atingir a temperatura de 26 °C, resfriando naturalmente. Em seguida, transferiu-se 150 mL
do meio fervido para 2 Erlenmeyers de 250 ml e acrescentou-se a as esferas imobilizadas

com a levedura, ou as esferas sem leveduras, ou ainda as leveduras nao imobilizadas.

A concentracgdo inicial de sélidos soltveis do meio de cultura a 40°C foi mensurada
em 12°Brix, com a utilizacdo de um refratdbmetro (INSTRUTHERM) previamente calibrado

com agua destilada.

3.4. FERMENTACAO

Os experimentos de fermentacdo para verificar a atividade das leveduras
imobilizadas nas esferas de carragena foram realizados utilizando como substrato o agUcar
mascavo (Viver Bem), aclcar cristal (Cristal de Minas) e a D(+)sacarose P.A. (Exodo

Cientifica). Os experimentos foram realizados em triplicata, conforme descrito a seguir:

e 12 Experimento: esferas carragena (sem leveduras);

e 22 Experimento: levedura de maior concentragéo (0,45g) ndo imobilizada;

e 32 Experimento: levedura de menor concentracdo (0,30g) ndo imobilizada;

e 4% Experimento: esferas de carragena contendo as leveduras na maior

concentragéo (0,45Q);

e 5% Experimento: esferas de carragena contendo as leveduras na menor

concentracgéo (0,30 g).

Durante o periodo entre 8-9 dias, as amostras que continham o agucar cristal ou o
acucar mascavo no substrato, ficaram no shaker; as amostras que utilizaram sacarose como
substrato, ficaram 10 dias no shaker. A concentragdo de sélidos sollveis foi aferida

diariamente, com o auxilio de um refratdmetro.

Inicialmente, realizou-se a medicdo dos sélidos sollveis da carragena com agua

destilada, demonstrando 1°Brix. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.5. SECAGEM DAS ESFERAS DE CARRAGENA

A secagem das esferas de carragena sintetizadas foram realizadas de trés formas
diferentes:
e Na estufa com circulacédo de ar, a 35°C;
e No dessecador, a temperatura ambiente;

¢ Naturalmente, em um recipiente aberto, & temperatura ambiente.

Primeiramente, realizou-se a producéo das esferas de carragena com a inoculagéo
do Saccharomyces cerevisiae (0,45 g). 5 g de cada amostra foram colocadas em placas
de Petri e aguardou a secagem. Posteriormente, realizou-se a reidratacdo das esferas com

15 ml de agua.

3.6.VIABILIDADE DOS MICRORGANISMOS

A viabilidade das leveduras foi calculada com intuito de verifica se 0s processos de
sintese das esferas e de fermentacdo causaram prejuizos aos microrganismos. Para isso,
foram calculadas as viabilidades tanto da Saccharomyces pastorianus, quanto da
Saccharomyces cerevisiae nas seguintes condicoes:

1) innatura (antes de qualquer processamento);

2) apos o processo de imobilizacdo na esfera de carragena;

3) apos os 10 dias de uso e mais 10 dias de reuso;

4) apos a desidratacdo e reidratacdo no dessecador;

Para liberar as leveduras imobilizadas nas esferas de carragena, realizou o seguinte
procedimento: foram pesadas 5 g das esferas e adicionadas em um béquer com 50 ml de
agua destilada, em seguida colocou-se no agitador magnético com aquecimento (40-45°C)
para dissolver das esferas de carragena e dispersar das leveduras na dgua.

Em seguida, realizou-se a coloragdo das leveduras com uma solucéo de azul de metileno.
A solucdo de azul de metileno foi preparada com 1 g de azul de metileno e 2 g de citrato de
sodio, dissolvidos em 10 ml de agua destilada. A solucdo foi agitada até a dissolugéo
completa. Posteriormente, a solugéo foi filtrada em papel filtro e adicionado, ao filtrado,
100 ml de &gua destilada. Iguais volumes, de 100 pL, de amostra e da solugdo corante foram

colocados em Eppendorfs e agitados. Alguns da pL mistura foram colocados na camara de
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Neubauer e levados ao microscopio com aumento de 40x, para contagem de células de
levedura.

Posteriormente, para realizar a contagem dos microrganismos utilizou-se o microscopio
e realizou-se a contagem das cédulas de leveduras através da cdmara de Neubauer, para
verificar a viabilidade dos microrganismos, onde as células vivas ficavam transparentes e as

células mortas apresentavam-se coloridas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. FORMACAO DAS ESFERAS DE CARRAGENA

Foram testadas diversas concentracfes, tanto das solugcfes de carragena, quanto das
solucgdes do cloreto de potassio, para se alcancar a agregacao eficiente do gel de carragena
na solucdo de KCI. Em diversas concentracfes das solugdes ndo se evidenciava a formagao
do gel de carragena na solucdo de KCI, pois o gel se solubilizava completamente.

Segundo Canilla e colaboradores (2006), o cloreto de potassio aumenta a firmeza do
gel, a temperatura de gelificacdo e a temperatura de fusdo do gel. As concentracbes que
formaram as melhores esferas, devido tanto a formacéo do gel, quanto do formato esférico
e da textura da particula, foram as seguintes:

- A solucéo de carragena de concentragdo 10 g.L;
- A solucéo de KCI na concentragéo de 0,848 mol. L,

A solucdo de carragena foi preparada a partir da utilizacdo de 100 ml de agua
destilada previamente aquecida a 70 °C. Apds o aquecimento foram adicionadas a massa de
1g k-carragena para o preparo da solucdo. A solucdo ficou em agitacdo constante para
completa homogeneizacao e formacdo do gel de carragena. Posteriormente, a solucdo foi
resfriada até 55°C, pois essa temperatura foi considerada adequado para o gotejamento. O gel

foi mantido em agitacdo até o término do gotejamento.

A solucéo de cloreto de potassio de 0,848 mol. L foi preparada da seguinte forma:
foi pesada 2,53 g cloreto de potassio e solubilizado em 40 ml de 4gua destilada, a temperatura
ambiente. O gotejamento foi realizado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Para o gel
ficar no formato esférico, a solucéo de carragena foi gotejada bem proxima a superficie da
solucéo de KCI. Em seguida, as esferas permaneceram 30 min na solucéo de KCI. A Figura
3 apresenta as fotos das esferas de carragena sintetizadas com as melhores concentragoes

das solugdes de carragena e de KCI.
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Figura 3. Esferas de carragena sintetizadas com as melhores concentracGes das
solucdes de carragena e de KCI (Autora, 2022).

4.2. ATIVIDADE NA FERMENTACAO

4.2.1. Aglcar mascavo

A Figura 4 apresenta os resultados da fermentagdo utilizando a Saccharomyces

pastorianus e como substrato, 0 agucar mascavo.

Pela Figura 4 é possivel verificar que houve um consumo do agucar em todos os
experimentos propostos. Entretanto, foram observados diferentes perfis de consumos em

relagdo as leveduras livres, as leveduras imobilizadas e as esferas de carragena.

Nos Experimentos que utilizavam as leveduras livres (sem imobilizacdo na
carragena), observou-se que houve um consumo mais rapido do acglcar em relacdo aos
demais experimentos, ficando estavel a partir do segundo dia. O agUcar serviu de alimento
para as leveduras, fazendo-as multiplicarem-se, servindo posteriormente como fonte de
energia e carbono (LIMA, 2017). No experimento contendo apenas esferas de carragena,
pode-se observar que ocorreu alto consumo do aglicar mascavo, mostrando que a carragena
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absorveu o agucar, possivelmente devido ao aumento das forcas de interacdo eletrostatica,

que assim, a funcdo gelificante, conforme explicado por Argagel (2022).

Figura 4. Experimentos realizados com a Saccharomyces pastorianus e o aglcar mascavo,
com a temperaturas média de 29 °C.
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Nos Experimentos que continham a imobilizacdo das esferas de carragena (0,30 e
0,45 g), pode-se notar que a velocidade de consumo foi um pouco mais lenta, devido,
provavelmente, a problemas de difusdo do acUcar, primeiramente pela rede polimérica da
carragena e posteriormente pelo consumo das leveduras. Ou seja, provavelmente ocorre uma
competicéo entre a levedura e a carragena, devido a levedura consumir o agucar dentro da

rede polimérica da carragena.

Mesmo ocorrendo uma menor velocidade de consumo do aglcar pelo microrganismo

imobilizado, ao final de 7-8 dias, os consumos ficaram praticamente na mesma faixa.

4.2.2. AcUcar cristal
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A Figura 5 apresenta os resultados da fermentacdo utilizando a Saccharomyces

pastorianus e como substrato, o agucar cristal.

Figura 5. Experimentos realizado com a Saccharomyces pastorianus e o agucar cristal,
com a temperaturas média de 29 °C.
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Pela Figura 5 observa-se que 0s experimentos que utilizavam as leveduras livres (sem
imobilizacdo na carragena), obtiveram pouco consumo quando comparado com 0 consumo
do aclcar mascavo. As diferencas, possivelmente, podem ser explicadas devido o agUcar
cristal ter passado mais processos quimicos, e com isso, ocorrer uma diminui¢do da
quantidade de nutrientes disponiveis e, possivelmente o aumento de algumas substancias que
inibem o metabolismo das leveduras. Assim, a levedura ndo consome totalmente o aglcar
presente, podendo ser explicado por Lima (2017), devido as leveduras precisarem de

nutrientes para multiplicar e sobreviver ao meio.

E possivel observar que no experimento que continha apenas as esferas de carragena,
houve um alto consumo do agucar (7 °Brix, entre 7-9 dias), mostrando que a carragena para
adequar-se ao meio ela consome tudo que esta no seu redor para poder se fortalecer
(Adamante; Minosso, 2012).
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Em relacdo aos experimentos a imobilizacéo das esferas de carragena (0,3 e 0,45 g),
demonstraram uma certa similaridade, podendo ser explicado que a carragena juntamente
com a levedura possuem uma interagdo com sais, polissacarideos e proteinas, consumindo o
acucar com um todo (Aditivos & Ingredientes, 2020) e se beneficiando com sua fortificacéo
da sua funcdo gelificante. Portanto, o perfil de consumo pode ser o resultado tanto da
adsorcdo do agUcar pela matriz polimérica da carragena, quanto pelo metabolismo das
leveduras. Uma evidéncia que as leveduras estavam consumindo o agUlcar, e,
consequentemente, produzindo didxido de carbono, isso pode ser observado , pois a medida
que a fermentacdo se processava a densidade das esferas diminuia, sendo que as esferas

inicialmente no fundo do Erlenmeyer comecaram a flutuar.

Como mostrado, o estudo de Lau et. al, (1998), em que demonstraram evidéncias de
que o gel de carragena ndo teve efeitos adversos sobre o crescimento e fisiologia do
imobilizado microalga. A atividade enzimatica, também foi conservada nas células
imobilizadas. A carragena poderia, assim, ser uma matriz de gel alternativa para imobilizar

microalgas, mostrando-se eficiente para a realizacéo do estudo.

Realizando uma analise sobre o consumo de aglicar mascavo e cristal, pode-se notar
que teve 0 mesmo comportamento realizado por Calik e colaboradores (1999), Pramanik e
colaboradores (2011), Sankalia (2005) e Lau et. al, (1998) considerando-se eficaz para o
estudo, devido os mesmos, terem comportamento parecido com o0s artigos descritos e
chegou-se no objetivo almejado, em que as esferas de carragena consomem o agucar do meio
presente. Entretanto, posteriormente sera apresentado o resultado da viabilidade celular para

corroborar com esses resultados.

4.2.3. Sacarose

As Figura 6 e 7 apresentam os resultados da fermentacéo utilizando a Saccharomyces
pastorianus e como substrato, a sacarose, sendo que na Figura 7 sdo apresentados 0s

resultados do reuso das esferas de carragena.

Observa-se na Figura 6, que houve um consumo de todos os experimentos de forma
satisfatoria e um pouco mais rapida um consumo dos aglcares em todos os experimentos de

forma satisfatoria, sendo um pouco mais rapido ao se comparar aquele que ocorreu de agucar
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cristal ao mascavo, as esferas de carragena e a imobilizacdo de leveduras(0,30 e 0,45 g) nas
esferas de carragena. comparada ao agucar cristal e mascavo, as esferas de carragena e a
imobilizacdo das leveduras (0,30 e 0,45 g) nas esferas de carragena. Sendo explicado devido
a D(+)sacarose PA ser uma molécula polar e também seu transporte ocorrer através de
membranas a favor do gradiente de concentracédo (difusédo facilitada). E outra questdo que
pode estar associada, seria o fato de que a carragena kappa € soltvel em solucGes de sacarose
até 65% ap0ds o aquecimento a 70°C (SANTOS, 2019).

Figura 6. Experimentos realizado com a Saccharomyces pastorianus e a sacarose, com a
com temperatura média de 29 °C.
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Na Figura 7, que apresenta o reuso das esferas de carragena, pode-se observar que
houve um consumo bom por se tratar de um reuso, mostrando que é possivel utilizar mais
de uma vez a imobilizagdo das esferas de carragena com Saccharomyces pastorianus. Como
demonstrado por Canilha e colaboradores (2007) e Ariyajaroenwong e colaboradores (2012),
quando utilizaram Saccharomyces cerevisiae imobilizados em esfera de Loog-pang
(levedura chinesa para producdo de vinho de arroz tailandés), os resultados mostraram que

uma boa escolha do material (suporte e microrganismos) escolhido para imobilizacdo das
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células. Isso pode ser explicado segundo seus autores pela alta resisténcia mecanica, assim

permitindo sua reutilizacdo em repetidos ciclos de fermentacéo.

Figura 7. Experimentos de reuso realizado com a Saccharomyces pastorianus e a sacarose,
com a com temperatura media de 29 °C.
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As Figura 8 e 9 apresentam os resultados da fermentag&o utilizando a Saccharomyces
cerevisiae e como substrato, a sacarose, sendo que na Figura 9 sdo apresentados os resultados

do reuso das esferas de carragena.

Nas Figura 8 e 9, quando utilizada a Saccharomyces cerevisiae, observou-se que
houvesse um equilibrio de consumo entre todas as amostras demonstrando que a D(+)
sacarose é eficaz no meio de cultura para fornecer nutrientes, demonstrando a rapidez do
consumo e absorcdo das esferas de carragena e levedura (0,30 e 0.45 g) e as esferas de
carragena. De acordo com Souza (2017), o reuso € considerado uma das grandes vantagens
da imobilizacdo de células quando escolhidos suportes inertes e que apresentam alta

resisténcia mecanica, podendo ser usados por longos periodos.
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Figura 8. Experimentos realizado com a Saccharomyces cerevisiae e a sacarose, com a

com temperatura média de 29 °C.

13
1 —W— Esfera de carragena e levedura (0,30g)
12 + —A— Esfera de carragena e levedura (0,45g)
11 -C\ —@— Esfera de carragena
10 H \ —0O— Levedura (0,30g)
E \ } } —M— Levedura (0,459)
~ 94 ——a——
—
m 8 + \ —
(=]
Z 74 ii T - S
2 I
S 6 \% N
o
o 54 \ \ \%
o 4 ~—
s 4 ~ -
S 4] N
- \ O0—0o0——0~0n
5] I SN S
14
o +—r——r—"""""T"—T"—T"+—T—"T—

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tempo (dias)

Figura 9. Experimentos de reuso realizado com a Saccharomyces cerevisiae e a sacarose,

12

com a com temperatura média de 29 °C.
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Na Figura 9, foi realizado o reuso da amostra anterior para ver seu comportamento.
Notou-se que houve consumo mais rapido no reuso, dando indicios que 0 meio sintético esta
fornecendo nutrientes para as leveduras desenvolverem, fazendo assim, sua multiplicacéo,
em seguida, servindo como fonte de energia e carbono para demais etapas e também, para
formacéo do CO> e do alcool (LIMA, 2017). Em relagdo as leveduras, pode-se notar que
ocorre um consumo mais lento das leveduras (0,3 g) comparado a levedura (0,45 Q)

ocorrendo um decaimento acelerado, porém elas estabilizam no final.

4.3. COMPARACAO DOS RESULTADOS
A Tabela 7 apresenta o consumo percentual do °Brix, calculado a partir da diferenga

entre o inicio e o término dos experimentos.

Tabela 7. Porcentagens (%) de consumo de substrato (°Brix) ao final dos experimentos.

Acucar Acucar
Sacarose Sacarose Mascavo Cristal
S. cerevisiae S. pastorianus S. pastorianus  S. pastorianus
1°Uso 2°Uso 1°Uso 2°Uso

Esfera de carragena 69,72 72,728 78,822 69,41°¢ 72,25P 64,08¢
com levedura (0,3g)

Esfera de carragena 69,72 81,81¢ 75,72° 55,58¢ 69,41° 79,462
com levedura (0,459)

Esfera de carragena 78,82f 81,81¢ 84,822 72,25¢ 75,00° 59,00¢

Levedura (0,3g) 72,72 - 64,47° - 66,672 30,80°

Levedura (0,45g) 48,45 - 51,13° - 66,672 20,53¢

Letras (a,b,c,d.e.f) ilustra que os valores sdo estatisticamente diferentes.
Letras (a,b,c e d) ilustra que o Teste de Tukey feito para S. pastorianus.
Letras (e ,f) ilustra que o Teste de Tukey feito para S. cerevisiae.

Nivel de significancia: 5%

O teste de Tukey foi realizado separadamente para S. pastorianus e S. cerevisiae.
Com isso, para realizar a diferenca significativa entre as amostras utilizou-se as letras: S.
pastorianus (a,b,c,d) e S. cerevisiae (e,f). O teste de Tukey foi realizado para comparacao
entre dois microrganismos em diferentes metodos utilizados no trabalho.

Os experimentos realizados com esferas de carragena com levedura S. pastorianus
(0,3g), por meio do teste de Tukey, foi possivel analisar estatisticamente que utilizando o

meio com sacarose € superior e diferente significativamente dos demais. Os experimentos



Resultados e Discussoes 36

utilizando acgucar mascavo também difere dos demais e apresentou segundo melhor
resultado. Entretanto, também pelo teste de Tukey, pode-se perceber que 0s experimentos
diferem dos demais, onde utilizou-se o agUcar cristal, e apresentou uma porcentagem de
consumo inferior aos demais.

Os experimentos realizados com as esferas de carragena com leveduras S. pastorianus
(0,459), atraveés do teste de Tukey, sendo possivel analisar estatisticamente que utilizando o
meio com acuUcar cristal & superior e diferente significativamente dos demais. Os
experimentos utilizando a sacarose difere dos demais e apresentou segundo melhor
resultado.

Os experimentos realizados com esferas de carragena que continham S. pastorianus
por meio do Teste de Tukey, foi possivel analisar estatisticamente que utilizando o meio com
sacarose é superior e difere significativamente dos demais. Os experimentos utilizando
acucar cristal apresentou pior resultado entre os demais.

Os experimentos realizados com as leveduras S. pastorianus (0,3g) e (0,459) por meio
do Teste de Tukey, foi possivel analisar estatisticamente que utilizando o aglcar mascavo é
superior e difere significativamente dos demais. Porém, pelo teste de Tukey, pode-se
perceber que os experimentos diferem dos demais onde utilizou-se o agUcar cristal
apresentando-se uma porcentagem de consumo inferior aos demais.

Os experimentos realizados com esferas de carragena e levedura S. cerevisiae (0,30
e 0,45) e apenas as esferas de carragena, através do teste de Tukey, foi possivel analisar
estatisticamente que utilizando o 2 reuso foi superior ao primeiro reuso.

Sendo explicado através de suas caracteristicas fisicas e biologicas distintas dos
acucares (mascavo, cristal e sacarose). O acglcar mascavo possui alto teor de umidade e
impurezas devido as praticas na fabricacdo. Ressalta-se que o aglicar mascavo nao possui
fases de refinamento conservando seus componentes e ndo tem processo suficiente para
remover as impurezas presentes no caldo. Realizando uma comparagdo entre o agucar
mascavo e o cristal, pode-se observar desde a elaboracéo, devido, o agucar cristal ser obtido
atraveés de diversos processos quimicos, destruindo quase todos 0os minerais presentes ,ou
seja, 0 agUcar cristal possui menos sais minerais e um teor mais alto de sacarose comparado
ao acucar mascavo (JESUS, 2010). Por isso, observa-se uma porcentagem menor de

consumo de substrato.
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44. SECAGEM DAS ESFERAS

Observou-se que ambos métodos utilizados para secagem das esferas de carragena
com leveduras imobilizadas foram eficientes. Na estufa a 35°C, as esferas de carragena
demoraram 24 h para a secagem completa. No dessecador, a temperatura ambiente, as esferas
levaram 48 h para secar. J& quando as esferas foram colocadas para secar naturalmente a
temperatura ambiente, a secagem levou 72 h. A Figura 10 apresenta as fotos das esferas seca

na estufa e no dessecador.

Figura 10. Fotos das esferas de carragena com levedura imobilizada apds a secagem (a) no
dessecador, por 48 horas; e (b) na estufa a 35°C, 24 h.

(@) (b)

De acordo com Faria e Minosso (2012), a carragena do tipo Kappa possui excelentes
agentes retentores de agua, por possuirem alta capacidade de absorver agua e formar géis, e
também, a retencdo da umidade natural, eliminando a perda de liquidos, prolongando a
suculéncia do produto consequentemente, melhorando a textura do produto por meio da
gelificacdo, beneficiando o fatiamento, textura e firmeza.

Em seguida, foi realizado a reidratacdo, demorando aproximadamente entre 7 a
10 min, mostrando-se eficaz. Visualmente pode-se notar que sua esfericidade prevaleceu.
Sendo explicado devido seu alto poder de absorcéo de agua (aproximadamente trinta vezes

0 seu peso) sua umidade natural, bastante utilizada em produtos carneos (MINOSS0,2012).
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4.5. VIABILIDADE DOS MICRORGANISMOS

A Tabela 8 apresenta as porcentagens para células viaveis em diferentes etapas dos

experimentos.

Tabela 8. Porcentagens de células viaveis em diferentes etapas dos experimentos.

S. cerevisiae S. pastorianus
In natura 65% 29,6%
Esferas recem sintetizadas 2,3% 3,6%
ApOs Uso e reuso 23,5% 9,2%
Ap0s a desidratacdo e 0 0

reidratacao das esferas

Através da Tabela 8, pode-se notar que o processo de sintese das esferas de carragena
é muito prejudicial a viabilidade das leveduras. Possivelmente, a temperatura de 40-45°C
utilizada para a formacao das esferas de carragena foi prejudicial para as leveduras, além
disso, a alta concentracdo de KCI, a qual sdo expostas as leveduras mais exteriores da esfera
de carragena, ocasionado a sua morte devido a alta pressdo osmotica. Assim, apos a sintese,
apenas 2,3% e 3,6% das células Saccharomyces cerevisiae e da Saccharomyces pastorianus
foram viaveis, respectivamente.

Entretanto, durante a fermentacéo as concentracdes de células viaveis aumentam para
23,5 % e 9,2% das células Saccharomyces cerevisiae e da Saccharomyces pastorianus,
respectivamente. Tais resultados evidenciam que as células consumiram o substrato e se
multiplicaram. Portanto, segundo Lima (2017), os nutrientes presentes no meio de cultura,
que irdo fortalecer os microrganismos, fazendo com que eles se multipliquem.

J& em relacdo Saccharomyces pastorianus observou-se que que a porcentagem de
leveduras in natura foi baixa (29,6%) e ao realizar a imobilizacdo essa porcentagem diminui
(3,6%) e quando utilizada e reutilizada aumentou, porém em menor quantidade comparada
com a Saccharomyces cerevisiae, mostrando que pode ter acontecido algo no processo de
conservacao das leveduras.

As células tanto da Saccharomyces pastorianus quanto da Saccharomyces cerevisiae

ndo resistiram ao processo de desidratacdo e reidratacdo das esferas, mostrando que o
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dessecador ndo é um bom método para realizar a secagem. Possivelmente, 0 método de
liofilizagdo seja o mais adequado para realizar a desidratagdo dos microrganismos

imobilizados na esfera de carragena.
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5. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nas condigdes experimentais, pode-se concluir
que houve uma melhor combinacéo de concentracOes de solugdes para formacéo das esferas
de carragena. A solugdo de carragena de concentracdo 10 g.L! e a solugdo de KCI na

concentracéo de 0,848 mol. L.

Ambos 0s microrganismos utilizados Saccharomyces pastorianus e Saccharomyces
cerevisiae obtiveram resultados eficientes com as esferas de carragena, mostrando que

qualquer um dos dois utilizados iréo ter resultados eficazes.

Em relacdo aos trés agUcares utilizados no meio sintético pode-se notar que todos
obtiveram resultados bons, porém a sacarose se sobressai em relacdo ao demais, porque
juntamente com as esferas de carragena consumiram mais rapidamente do actcar do meio

sintético.

Os trés métodos utilizados na secagem foram eficientes para secar as esferas de
carragena, porém realizando a contagem de células viaveis, apos o processo de reidratacao,

verificou-se que era nula a viabilidade das leveduras.

Realizando uma comparagéo entre a porcentagem de consumo pode-se perceber que
para S. pastorianus: nas esferas de carragena com levedura (0,3 g), 0 melhor agUcar utilizar
é a sacarose; nas esferas de carragena com levedura (0,45 g), o melhor acuUcar utilizar é o
acucar cristal; as esferas de carragena € a sacarose; as leveduras (0,3g e 0,45), o melhor
acucar utilizar € o aglcar mascavo.

Apesar desses desafios, 0 uso das esferas de carragena com leveduras imobilizadas
pode ser considerado uma estratégia interessante para a fermentacao alcodlica, pois permite
a utilizacdo de células imobilizadas, que podem ser reutilizadas, além de possibilitar uma
melhor eficiéncia na fermentacdo. Em vista de tudo isso pode-se concluir que células de
microrganismos podem ser imobilizadas em esferas de carragena, entretanto, deve-se refinar
0 processo de imobilizacdo para aumentar a viabilidade celular. Além disso, as células
imobilizadas podem ser usadas e reutilizadas em processos biotecnolégicos para producéo

de produtos de interesse.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para futuros trabalhos que viam a utilizacdo da imobilizagdo de microrganismos em

esferas de carragena, seguem algumas sugestoes:

e Aplicacdo em processos biotecnoldgicos (producgdo de cerveja, fertilizantes,
entre outros);

e Testar em outros microrganismos, que sejam mais resistentes a temperatura
do processo de sintese das esferas;

e Realizar diariamente a contagem de leveduras;

e Testar outros métodos de secagem que consigam preservar a viabilidade dos
microrganismos, como por exemplo, a liofilizacéo;

e Testar o nimero maximo de reuso dos microrganismos imobilizados;

e Testar fermentacdo realizada no biorreator.
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APENDICE

APENDICE A — Massas de carragena e de cloreto de potassio utilizadas para a sintese de

esferas de carragena

A Tabela 9 apresenta as diversas massas de carragena e de cloreto de potassio
testadas nos experimentos de sintese de esferas de esferas. As massas de carragena foram
solubilizadas em 100 mL &gua e a massa de cloreto de potéssio foi solubilizada em 40 mL

agua.

Tabela 9. Massa de carragena e de cloreto de potassio testadas nos experimentos de sintese

de esferas de esferas.

Carragena () Cloreto de Potassio (g)
2,50 0,80
2,38 0,84
2,27 0,88
2,17 0,92
2,08 0,96
2,00 1,0
1,92 1,04
1,85 1,08
1,79 1,12
1,72 1,16
1,67 1,2
1,61 1,24
1,56 1,28
1,52 1,32
1,47 1,36
1,43 1,40
1,39 1,44
1,35 1,48
1.32 1,52
1,28 1,56
1,25 1,60
1,22 1,64
1,19 1,68
1,16 1,72
1,14 1,76
1,11 1,80
1,09 1,84
1,06 1,88
1,04 1,92
1,02 1,96

1,00 2,0
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0,98
0,96
0,94
0,93
0,91
0,89
0,88
0,86
0,85
0,83
0,82
0,81
0,79
0,78
0,77

2,04
2,08
2,12
2,16
2,20
2,24
2,28
2,32
2,36
2,40
2,44
2,48
2,52
2,56
2,60




