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RESUMO

O presente projeto estudou a viabilidade de imobilizar células de Saccharomyces
cerevisiae em membranas de alumina-alfa especialmente preparadas para o projeto € o
comportamento delas por meio de fermentagio etanélica .

A alumina foi escolhida porque ¢ material inorginico, inerte, poroso, ndo
prejudicial as leveduras, de obtengio relativamente facil e de custo acessivel. Contribuiu,
também, para sua escolha, a durabilidade, a estabilidade dimensional e a porosidade
controlada. Sua vida util, se ndo ilimitada, ¢ mais longa do que a dos suportes organicos.

Os ensaios foram feitos em processo descontinuo, empregando meios preparados
com agucar inverﬁdo comercial, caldo de cana-de-agicar ¢ melago. Ensaios paralelos
foram executados com leveduras dispersas, para comparagdo com o desempenho das
imobilizadas.

O désenvolvimento das fermentagdes foi acompanhado pelo consumo de agucar,

decréscimo da quantidade de sélidos soliveis e pela produgio de etanol.



ABSTRACT

The purpose of this project is to observe the ability of alfa-alumina membranes,
specially prepared for this work, to immobilize yeast cells and their performance through
ethanol fermentation.

Alumina was chosen as a solid support for yeast cells because it is an inorganic,
chemically inert and porous material, not harmful for yeast, relatively easy and cheap to
produce. Its strength, stability, the possible control of porosity and its life larger than that
of the organic supports commonly used to immobilize yeast cells, were also
characteristics that recommended the use of alumina membranes.

The assays were carried out with fermentation media prepared with liquid sugar,
blackstrap molasses and sugarcane juice in batch. In parallel a few assays with
suspended cells — were carried out using the same media to compare the fermentation

performance of both suspended and immobilized yeast cells.












Lembram AMIN et al. (1983) que a quantidade de etanol produzida é
influenciada pela rapidez da transformagfio de acicar em &lcool etilico, e que a
concentragdo de subprodutos também atesta a eficiéncia da fermentagfio. De acordo com
estes autores, nas fermentagdes descontinuas sio consumidos de 3 a 5 % de glicose para
produgdo de subprodutos durante a fase principal, mas nos sistemas de células
imobilizadas esse gasto € menor, proporcionando um aumento na quantidade de etanol
produzido.

A imobilizagdo significa a fixag3o de enzimas ou células vivas em um ambiente,
de maneira que sua atividade catalftica ndo seja afetada negativamente (CANTARELLI,
1989). |

De acordo com TAMPION & TAMPION (1988), a imobilizagdo pode ser
definida como o movimento n3o independente das células ou enzimas na parte aquosa
do sistema, por estarem alojadas dentro do agente imobilizador.

De acordo com MEERSMAN (1992), existen dois tipos de leitos para
imobilizagio de células : os que fixam-nas internamente e 0s que as aderem 3 superficie.
No segundo caso s3o encapsuladas em glébulos ou fibras feitas de polissacarideos, de
proteinas ou de polimeros sintéticos. No primeiro, a fixagdo ¢ conseguida por ligagdo
direta, por ligagdes quimicas, ifnicas ou covalentes, ou indiretamente por sistemas de
intercruzamento. Descrevendo a propriedade da DEAE - celulose (dietil amino etil
celulose), 1til material de suporte desta categoria, o autor lembra que ela é um fraco
trocador i6nico, material duravel, inerte, nio poroso. Suas particulas tém superficie
especifica baixa e forma suficientemente irregular para formar um trangcado penneéavel,
mas de alta resisténcia ao entupimento. Esse material ¢ adequado para o propésito de
imobiliza¢3o; tendo mais afinidade com leveduras do que com bactérias, deve reduzir o

risco de contaminagfo. As leveduras imobilizadas com DEAE-celulose sdo aplicadas na



maturagdo continua de cerveja e na produgio de cerveja livre de 4lcool ou de baixo teor
alcodlico.

A medida que os estudos feitos com células imobilizadas foram avangando,
observou-se que a imobilizagdo de células ¢ vantajosa em relagdo aos processos de
imobilizagdo de enzimas, pois evita o trabalho de extrai-las dos microrganismos para
fixa-las em seguida, num suporte (CHIBATA et al., 1983). Segundo KOLOT (1980),
nos processos onde ha imobilizagdo de células vivas, a reagdo de fermentagdo é
acelerada por causa do aumento da concentrago celular. Assim é possivel conduzir a
operagdo continua semn descargas, atingir rendimento mais alto, eliminar fermentadores
caros € exercer controle facil e mais eficiente do processo fermentativo.

Quando os cofatores s&o necessarios no processo fermentativo, o uso de células
¢ preferivel ao das enzimas imobilizadas, porque elas regeneram os cofatores. As
células podem ser imobilizadas sem perda significativa de sua atividade catalitica, e sua
estabilidade operacional e de armazenamento ¢ alta. A preparagio e utilizagdo das
células imobilizadas, como ja foi dito anteriormente, s3o mais ficeis de executar do que
de enzimas. As células sdo mais eficazes quando se trata de catalisar uma série de
reagdes subseqiientes e t€m a capacidade de regenerar os cofatores (DURAND &
NAVARRO, 1978).

A imobilizagdo eleva a atividade fermentativa da levedura (HOLEBERG &
MARGALITH, 1981 e DURAN & BAILEY, 1986). Como ela ji estd adaptada ao
sistema, ocorre elimina¢do da fase lag, diminui o risco de contamina¢o em altas
concentragdes de células, reduz a formagio de subprodutos pelas células residuais, ndo
ha necessidade de remogéo de células e de reciclo, tomando a extragdo do produto mais
eficiente (maior rendimento em produto). Também héa maior concentragio de etanol no

efluente (SHIOTANI & YAMANE, 1984), facilita o controle € o projeto (CHOTANI &



CONSTANTINIDES, 1984), permite trabathar com menor volume do reator por causa
das altas concentragdes de células (GHOSE & BANDYOPADHYAY, 1980 e YAMINE
& SHIMIZU, 1982) e reduz a produgio de di6xido de carbono em relagdo as células
livres, além de melhorar o produto final (BANDYOPADHYAY & GHOSE, 1982). Em
sistemas imobilizados consegue-se maior massa de células por reator do que em
sistemas descontinuos, continuos e de recuperago de células trabalhando com células
livres, e obtém-se maior produgdo de etanol. N3o ha necessidade de remogio das células
ou de reciclagem e a extragio do produto ¢ mais eficiente (WILLIAMS &
MUNNECKE, 1981).

De acordo com LEE et al. (1983), o sistema que usa células livres de leveduras é
limitado, porque ha perdas de células no fermentador e o produto final pode inibi-las, ja
que ficam em contato direto com elas. Por este motivo procura-se produzir etanol com
células imobilizadas em reatores de coluna. Para chegar a esta conclusdo os autores
estudaram : 1- o efeito de reativagio de células imobilizadas com nutrientes na
produtividade em etanol; 2- o desempenho nos tanques agitados e em reatores de
coluna; 3- efeito da inibigdo da glicose e do tempo de residéncia na produtividade e no
rendimento em etanol; 4- efeitos da inibigdo de substrato e produto na atividade
metabolica das leveduras; 5- efeito da operagio do fermentador com células
imobilizadas na produtividade de etanol. No experimento as células foram imobilizadas
em alginato de cdlcio. Nesse processo continuo variaram o tempo de residéncia do meio
de fermentagdo e a concentragdo de glicose para observar a produgio resultante de
etanol.

Conforme SITTON & GADDY (1980), as reagdes biolégicas, incluindo a
hidrélise, s3o geralmente Ientas e hé necessidade de selecionar um reator para acelera-

las. Os reatores de células imobilizadas permitem obtengdo de alto desempenho porque



trabalham com altas concentragdes de células fixadas nos suportes. Uma desvantagem é
que o estado fisiol6gico dos organismos ndo pode ser controlado. Isto ¢ particularmente
prejudicial nos sistemas em que wm metabdlito primério ou secundério € o produto
principal e produzido sé na fase estacionaria ou na final.

De acordo com HAMDY et al. (1990) hé trés motivos basicos para aceitar a
imobilizag3o de células : 1- reutilizar o hidrolisador por mais de um ciclo fermentativo;
2- usar um processo continuo sem reciclo; 3- aumentar a estabilidade do biocatalisador
em relagdo as variagdes de pH, temperatura, concentragio de nutrientes ou do meio de
produgio e estresse mecanico (fluxo de gas, difusdo dos gases produzidos).

MESSING & OPPERMANN (1979), afirmam que a imobilizagdo de
microrganismos, entre outros fatores, depende da dimens3o das células a serem
imobilizadas, do modo de reprodugio e da dimensdo dos poros do suporte. E necessario
que acontega aumento da concentra¢do celular, pois estas se alojam dentro dos poros, ou
seja, quanto mais células, mais imobilizagdo tera. Estes autores observaram este fato a
partir da imobilizacdo de microrganismos que se reproduzem por cissiparidade, em
comparagdo aos que se multiplicam por gemac3o. Escherichia coli e Serratia
marcescens foram imobilizadas com adi¢do de poli-isocianato e Bacillus subtilis,
Saccharomyces cerevisiae ¢ Saccharomyces amurcae imobilizados por adsorg¢do. Por
meio de experimentos comparativos foi visto que os microrganismos que se dividem por
cissiparidade exigem poros de um a cinco vezes maior do que as células que se
multiplicam por gemagio (como exemplo: leveduras), para as quais 0 poro tem que ser
quatro vezes maior que as células a imobilizar.

SIESS & DIVIES (1981) estudaram o comportamento de células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em gel de poliacrilamida e verificaram que a

imobiliza¢¥o no polimero pode chegar a destruir de 40 a 80% das células — valores que
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temperatura, pH e/ou concentragdo do substrato do meio de fermentagio podem
promover perda de biocatalisador do suporte e resulta em baixa estabilidade
operacional. No entanto, a possibilidade de regeneragfio significa que essa técnica é
vidvel para uso industrial em alguns casos.

Com os métodos de enredamento € possivel manter a atividade celular, pois n3o
h4 ligagSes da célula com o suporte, mas a atividade celular pode ser limitada por efeito
da difusdo de substrato e metabolitos.

Embora a estabilidade de células ndo possa ser garantida em todo o processo de
imobiliza¢do, a sua vantagem ¢ o reuso do indculo preso no suporte, maior pureza e
rendimento de produtos. Estando no interior das células (que s30 o meio natural) as
enzimas estdo organizadas estruturalmente e a estabilidade operacional ¢ garantida pela
regenera¢do natural das células e, por vezes, pode ser aumentada. O material celular é
mais barato que as enzimas € pode ser obtido em grandes quantidades. NZo ha
necessidade de extracdo e purificacfo, os cofatores e coenzimas necessarias para a
atividade enzimatica ja existem e as reagdes de regeneragdo associadas sdo também
providas pelos processos metabdlicos das células e podem ser esperados resultados
econdmicos mais favoriveis.

2.3 Imobilizagiio com produciio de etanol

SHABTALI et al. (1991) desenvolveram um sistema combinado composto de um
reator com células de leveduras imobilizadas ¢ de uma membrana, que denominaram de
pervaporag3o, que reune propriedades de permeabilidade e evaporagfio. O sistema
objetiva produzir, separar e concentrar o etanol continuamente. Os dois circuitos
integrados funcionam com o meio a fermentar fluindo através da camada de células
imobilizadas, e 0 meio ja fermentado com o etanol produzido, passando pela membrana.

A operagio funciona com parfmetros de pH, temperatura e vazdo especifica
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CHIBATA et al. (1986) h4 muitas técnicas de imobilizagdo mas nZo um método ideal e
geral.

GODIA et al. (1987) estudaram o desempenho de uma coluna vertical de
fermentagdo cheia com globulos de gel de carragena com leveduras imobilizadas. Os
autores procuraram dar énfase ao modelo matematico do comportamento do
fermentador na fase de estabilidade, por meio de tanques em série. Eles incluiram o
mddulo cinético intrinseco, a transferéncia de massa externa e as condigdes de reagdes
de difus3o interna nos glébulos.

2.5 Imobilizacéio de células em alginato de cdlcio

Conforme SMIDSROD & SKJAK-BRAEK (1990), a técnica mais amplamente
usada para a fixaglio de células € o enredamento em alginato de célcio, obtido pelo
gotejamento de uma suspensdo de células em alginato de sédio sobre uma solugiio com
cations multivalentes, comumente de célcio. O gotejamento causa a formagdo de
globulos de gel, que enredam as células em um novelo tridimensional de alginato,
intercruzado ionicamente. A maioria das células é suscetivel a essa técnica de fixag3o,
adequada para muitas aplicagdes na industria, na medicina, na agricultura, para
produgdo de alcool etilico, anticorpos monoclonais e células hibridonais. Qualquer
catalisador de natureza coloidal pode ser imobilizado para uso em sistemas solventes,
aquosos ou ndo. A imobilizagdo ndo se restringe a enzimas em solugdo aquosa; €
aplicavel a células de leveduras, bactérias, algas, células vegetais e de mamiferos.

OGBONA et al. (1980) afirmam que a concentragio maxima de Saccharomyces
cerevisiae imobilizadas em um suporte de alginato € fun¢fio da concentragdo inicial de
microrganismos inoculados. Entretanto, SIMON (1989), estudando 0 mesmo sistema de
imobilizagio obteve uma concentragio final de 10°células de microrganismos

imobilizados/cm® indculo inicial que diz n#o ser dependente da concentragfio inicial de
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grandes. A ativagdo da silica por glutaraldefdo leva as células a aderir a superficie e para
isso sdo suficientes 15 minutos. A adsor¢do conduz a aceleragio do metabolismo
enquanto ha um decréscimo de atividade das células pela ligagio covalente. De
qualquer forma, pela conversdo da glicose h4 aumento do rendimento da produgio de
etanol € decréscimo da formagido de CO,. Eles mediram a formagio do CO; por
respirdbmetro de Warburg e a produg3o de alcool por cromatografia de ionizagio de
chama.

KUMAKURA et al. (1992) imobilizaram células de leveduras em suportes
porosos de terra de Kanuma, carvio ativado, celulose em pd e em mondmeros
hidréfilos, por polimerizagdo por irradiaclio a baixa temperatura. A produtividade de
etanol das células imobilizadas aumentou com o decréscimo da concentragio de
mondmeros € com o aumento da concentragio do suporte poroso. As células
imobilizadas por copolimerizagdo de dois mondémeros (10% de metoxinonetilenoglicol
e 10% de hidroxietilmetacrilato) e 30% de terra de Kanuma, conduziram a mais alta
produtividade em etanol. As fermentagdes foram executadas com glicose obtida de
hidrolise de restos de cereais, com caldo de cana e beterraba agucareira. Os reatores de
células imobilizadas representam alternativa menos custosa € menos complexa do que
0s sistemas que usam recuperagdo de células. Nos reatores com células imobilizadas, o
teor de etanol foi mais elevado que nos de células livres. O aumento da substincia
porosa aumenta o teor de alcool etilico porque aumenta a porosidade da matriz do
polimero. A terra de Kanuma foi mais efetiva que a celulose em p6; a atividade das
células nela imobilizadas permaneceu constante por longos periodos, com repeticdes em
culturas descontinuas e o0 espago poroso efetivo decresceu com a redugdo do tamanho

das particulas.
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para imobilizar glucoamilase por meio de ligagdes covalentes entre amino grupos (da
superficie da membrana) € a enzima. Nesse trabalho, os ensaios foram modificados de
modo que 0s amino grupos no interior do poro da membrana, conseguindo, pelas
ligagdes covalentes, que a glucoamilase fosse imobilizada internamente no suporte.
Estes estudos foram realizados para verificar se havia alteragfo quanto 2 estabilidade da
enzima, se localizada externa ou internamente ao suporte. Os resultados mostraram que
a glucoamilase, quando imobilizada no interior, conserva sua atividade em uma ampla
faixa de pH, em temperaturas consideradas altas para a enzima imobilizada na
superficie da membrana.

HYNDMAN et al. (1992) usaram a adsor¢io quimica de compostos
organofosforados em alumina para criar superficies de ligagdo para imobiliza¢do de
proteinas. Muitos suportes de alumina foram selecionados por suas propriedades fisicas
e capacidade de ligar compostos fosforados orgénicos. Duas aluminas foram escolhidas
para serem testadas como leito para imobilizagdo de proteinas. Papaina foi imobilizada
nesses suportes quando complexada com compostos fosforados com grupos
carboxilicos terminais livres. A ligagdo da protefna foi estimulada com 1-etil-3 (3-di
metil amino propil} carbodiimida. O nivel de imobilizagio da papaina dependeu do
comprimento do ligador usado e da massa de proteina exposta ao suporte. Foram usadas
matrizes organicas e inorgénicas. Silica e vidro poroso foram os suportes usados pela
facilidade de controlar a porosidade e para introduzir grupos funcionais reativos, por
meio de compostos sildnicos, mas dissolugio de silica em pH alcalino ¢ um problema.
Os leitos de silica silanizados exigem wma complexa técnica para garantir
reprodutividade, com necessidade de refluxo em solventes orgénicos com umidade
controlada. Contrariamente, os ligadores, acopladores fosfatos, podem ser adicionados

em lotes, cargas, ou em colunas de recirculagio em meios aquosos, simplificando a
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Também foi medida a atividade do imobilizado por longo periodo de tempo, para
comparar a agdo da enzima imobilizada e livre em solugfo, e a produgdo de produto
final. Com relag#o 4 atividade das diferentes formas de enzima (imobilizada e livre) os
autores mediram-na em diferentes pHs e temperaturas e constataram que a enzima
imobilizada tem alta atividade em pH 11,0 a 30°C,

Ao final do artigo os autores afirmam que o suporte ¢ adequado, pois garante a
estabilidade da enzima mesmo em pH elevado e temperaturas altas.

Para INLOES et al. (1983), o desenvolvimento de reatores microbianos de larga
escala tem sido limitado, na maior parte das vezes, por causa da dificuldade de manter
estdveis as culturas de células por longos periodos de tempo. Para os autores, as técnicas
de imobilizag3o de células dentro ou sobre um suporte s6lido aumentam a possibilidade
de seu uso em reatores bioquimicos, methoram a estabilidade do catalisador e permitem
trabalbar com maiores concentragdes de células do que as suspensdes convencionais, 0
que resulta em maior produtividade do reator.

KENNEDY et al. (1990) afimam que h4 muito a estudar ainda, pois as
tecnologias de imobilizagio de biocatalisadores estdo dependendo da solugio de muitos
problemas, muitos deles de biossistemas imobilizados adaptados & produglo em larga

escala.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os materiais constituiram-se dos suportes para imobilizagio, dos meios de
fermentagdo, do in6culo e dos fermentadores.
3.1.1 Suporte sélido

O leito para imobilizago ¢ constitufdo por meinbranas assimétricas de alumina
preparadas como descrito por SANTOS et al. (1998), usando dispersdes aquosas
contendo pseudoboemita fibrilar e hidréxido acetato de aluminio. Elas foram obtidas
pela reagdo quimica entre aluminio em pé ALCOAI123 e solugio aquosa de acido
acético. A relagdo em massa de Al:Hac deve ser 1:1,5 (em massa) e o tempo de reagio
de 48 a 72h a 90°C + 2°C. A dispers3o é colocada em moldes cilindricos de
polipropileno com 7,0 cm de didmetro € 2,0 cm de altura. As membranas s3o formadas
por evaporagdo livre a4 temperatura ambiente; a evapora¢do forgada provoca-lhes
empenamentos e trincas macroscopicas; com esse procedimento, membranas planas de
até 9,0 cm de didmetro e 3,0 mm de espessura e com massa variavel de 1,0+02a20+
0,2 gramas, podem ser facilmente obtidas. Apds este procedimento, onde ja se tem a
membrana formada, ela segue para a etapa de incineragio. No caso do projeto, as
membranas sofreram calcinagdo a 1 150°C por 4 horas.

As membranas foram preparadas no laborat6rio de cerdmica do Departamento de
Engenharia Quimica da Escola Politécnica da Universidade de S3o Paulo.
3.1.2 Meios de fermentacdo

Os ensaios foram executados com meio sintético, melago e caldo de cana-de-
acicar. Todos foram preparados pela dilui¢#o da matéria prima e corregdo por adigio de
nutrientes. A seguir foram distribuidos em frascos Erlenmeyer fechados com tampdes

de algoddo e esterilizados a 121°C por 15 minutos.
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No trabalho foram distinguidos os meios para as primeiras observagdes e para
ensaios de fermentagdo propriamente ditos,

Os meios para as primeiras observagdes foram usados para se conhecer o
comportamento das leveduras imobilizadas, e foram preparados com concentragio de
solidos de 7-9°Brix. Os meios usados nos ensaios de fermentagdo, foram preparados
com concentragio de 15 a 22% de sélidos soluveis e as corregdes de acidez e nutrientes
foram as mesmas para todos os meios, nas diversas concentragdes de agucares.

Meio sintético

Foi considerado como meio sintético o preparado com Gludex, xarope de agicar

invertido fabricado e gentilmente cedido pela Usina S3o Luiz de Piragununga, SP, com

a seguinte composi¢io :

BIiX....oicci et et s rrseeesresa s eennesarasenas 75,0 ° Brix

Agucares redutores totais...........ccccvererrvereneennn. 73,8 g/100 g de Gludex
Agucares TedULOTES..........ccceevervveecrrrrrenrnieeseaeens 44,0 g/100 g deGludex
SACATOSE. ... .cocreerreerereriereerrensrrreressreessnessnesseeseene 28,3 g/100 g de Gludex

O meio sintético de fermentaglo foi obtido pela dilui¢Zo de xarope de aglcar
invertido com 4gua potivel e adigZo, por litro de meio, de 3,0 gramas de mistura de
nutrientes composta de : 1,0 £ 0,1 g de fosfato de amdnio bibasico, 35,0 £ 0,1 g de
tartarato neutro de aménio, 2,0 + 0,1 g de sulfato de magnésio, 5,0 £ 0,1 g de sulfato de
célcio, 0,30 = 0,01 g de cloreto de sédio, 25,0 £ 0,1 g de 4cido tartarico (LEME, 1965).
A corregiio do pH para 4,5 foi feita com solugdo de 4cido sulfirico 2N. Depois de
distribuido em frascos Erlenmeyer de 2 000 mL, devidamente tampados com algodio,
foi esterilizado a 121°C durante 15 minutos. Depois de frio recebeu 1,0 £ 0,1 mL de
solugio de vitaminas preparadas com 1,0 + 0,1g de tiamina, 1,0 + 0,1g de 4cido
pantoténico € 0,10 £ 0,01g de 4cido folico dissolvidos em 10 mL de 4gua destilada. A

solugo foi esterilizada por filtrago em membrana milipore de 0,22um.
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Meio de melaco
O meio de melago foi preparado pela diluigdo com 4gua potavel, de um mel final

de usina de aglicar com a seguinte composi¢io:

BIX ..o e 79,5 ° Brix

Agicares redutores totais. .. .................75,4 g/100 g de meio
Agucares redutores...........................20,8 g/100 g de meio
SACATOSE.......oveveerereeeer e 51,9 g/100 g de meio

Meio de caldo de cana-de-aghcar

O meio de fermentagio foi obtido pela dilui¢do com 4dgua potavel, de caldo de
cana comprado na zona urbana, que apresentou 21°Brix, 0,50 g de agficares
redutores/100 mL de mosto, 14,8 g de agucares redutores totais/100 mL de mosto e 13,6
g de sacarose/100mL de meio. O caldo de cana foi clarificado. Primeiramente foi
colocado a ferver e, em seguida, foram adicionados 2,0 + 0,1 gramas de bentonita para
cada litro de meio como auxiliar de decantagdo dos sélidos em suspensdo; depois de
frio foi filtrado em camada de celulose, e esterilizado a 121°C por 15 minutos. N3o foi
feita a correg@o de pH, que, ao natural, acusou 5,36.
3.1.3 In6culo

O agente de fermentagio foi 0 Saccharomyces cerevisiae 1Z-1830, fornecido em
culturas puras pelo Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutrigdo da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao Paulo. Esta cepa foi
escolhida entre duas, 1Z-1830 e 1Z-1904, que por muitos anos foram fornecidas pelo
Departamento para indistrias de aguardente e dlcool no Estado de SZo Paulo. A escolha
da cepa foi feita por meio de ensaios de fermentagdo em meio sintético, comparativos
entre as leveduras 1Z-1830 e 12-1904.

A selegdo foi feita pela comparag@o da velocidade e volume de produgiio de gas
carbonico das duas cepas em testes de fermentagdio de meio sintético, com 5% de

agucares fermentesciveis, enriquecido com 1,0 + 0,1g de fosfato de aménio e 1,0 £ 0,1g
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de extrato de levedura por litro de meio. O meio foi distribuido em 6 tubos de ensaio de
15 cm de comprimento € 2 cm de didmetro externo, cada um deles contendo10 mL do
meio € um tubo de Durhan de 5 cm de comprimento e 0,4 c¢m de didmetro intemo,
calibrados com marcas no vidro, feitas distantes 0,5 ¢m uma da outra, criando uma
escala arbitraria para permitir avaliar o tamanho da bolha de gis que se acumularia no
seu interior,

Os tubos de ensaio, fechados com tampdes de algoddo, foram esterilizados a
121°C por 10 minutos.

ApOs a esterilizagio, os tubos foram inoculados (3 com 1Z-1830 e 3 com IZ-
1904) com 1,0 mL de uma suspens3o de leveduras preparada como segue:

As leveduras em exame foram multiplicadas em meio de laboratorio por
fermentagdo de um meio de caldo de cana diluido a 5° Brix conforme LIMA et al.
(2001). Ap6s a multiplicagdo, os meios fermentados foram filtrados em papel de filtro
em clAmara de repicagem para reduzir o perigo de contaminagio. Depois de todo o
Hquido da suspens3o de células terminar de escorrer foi retirada uma aliquota de
1,0+0,1 g de massa de células retida no filtro, pesada em folha de aluminio em balanga
analitica e transferida para um tubo de ensaio com 5 mL de dgua destilada esterilizada.
A massa de células transferida foi ressuspensa por forte agita¢do durante 30 segundos ¢
da suspensdo foi retirado 1 mL para inocular cada tubo de ensaio contendo o tubo de
Durhan. Cada aliquota de 1 mL para cada tubo foi retirada ap6s nova agitagdo da
suspensdo. Apds a inoculagdo, os conjuntos de trés tubos com a suspensdo de cada cepa
foi colocado em estufa a 32 + 1°C.

3.1.4 Fermentadores
Os ensaios foram feitos em sistema descontinuo, em recipientes de volumes

diversos escolhidos entre a vidraria comum de laborat6rios (erlenmeyeres de 1,2 e 4 L),
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durante a esterilizacdo, o ar era expulso do interior dos poros das membranas e, ap6s o
esfriamento, o meio penetrava em seus poros. Em seguida foi feita a inoculagio do meio
com uma suspensio de células de leveduras (IZ-1830) que fermentam o meio do
recipiente contendo os suportes € o do interior dos poros, onde se fixam.

Em um outro reator usado no processo, construfdo a semelhan¢a do de HAMDY
(1990), a esterilizag3o foi executada por uma técnica diferente, mas também eficaz. O
aparelho construido de material acrilico, ndo suporta temperaturas altas em autoclave;
para efetuar a esterilizagdo as membranas foram colocadas no reator que foi cheio com
etanol a 70% em volume e deixado em repouso por 24 horas, com os orificios de saidas
fechados. Ap6s este periodo, o 4dlcool foi drenado e o reator, com os orificios tampados
com algoddo, foi colocado em estufa a 45° C por 24 horas, para eliminagdo do alcool.
ApoOs esse tempo, o reator, j4 com as membranas, foi cheio com meio de fermentagio
previamente esterilizado em autoclave e resfriado a temperatura de 65° C. Este meio
quente causou a expuls#o do ar ocluso nas membranas dando lugar & penetragdo do
meio de fermentagdo apés o resfriamento & temperatura ambiente.

Em seguida, o meio a 32 °C = 1°C foi inocuiado com um volume aleatério de
uma suspensdo de leveduras que o fermentaram até o esgotamento dos agucares,
causando, em consegqiiéncia, a fixag#o das células no interior dos poros pelo seu acesso
pela fermenta¢io do meio no interior das membranas (SANTOS et el, 1996).

3.2.3 Fermentaciio

ApOs a imobilizagdo das células, as membranas eram retiradas, enxaguadas com
dgua destilada esterilizada e colocadas em contato com novo meio de fermentagdo
esterilizado. A nova fermentagfio foi feita em erlenmeyeres de 1L de capacidade e no
fermentador de acrilico, ambos com temperatura controlada: nos erlenmeyeres em

estufa a 32° C  1°C e, no reator, submergindo-o em banho de 4gua nessa temperatura.
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A colocagdo dos meios nos fermentadores contendo as membranas com células
imobilizadas, foi feita em cmara de repicagem, para reduzir o risco de contaminagao
com microrganismos estranhos, como Candida tropicalis.

O processo foi acompanhado pelas leituras refratométricas de grau Brix,
determinagdo de alcool e aglcares.

Ao final de cada fermentagio, o mosto fermentado era drenado e os suportes
lavados novamente com é4gua destilada esterilizada. Essas operagdes niio eram feitas em
condicdes estéreis, mas a transferéncia de novo mosto era realizada com técnica
bacteriologica, ao lado de chama de bico de Bunsen, em cdmara de repicagem, como
dito anteriormente.

Apos a lavagem do suporte, era adicionado um novo mosto esterilizado. A
lavagem era feita para remover o maximo de células remanescentes na superficie do
suporte, permitindo o inicio de uma nova fermentagio somente com as células
imobilizadas no seu interior. A lavagem com éagua, ainda que ni3o se possa garantir a
remogdo total das células da superficie, foi suficiente para remover células que se
depositaram no exterior das membranas. As que sedimentaram no fundo do reator
foram removidas por lavagem, antes de nova fermentag3o. Foi essa a melhor forma
encontrada para repetir os ensaios, buscando verificar o potencial de retengdo do
suporte. Ao final do processo o meio fermentado era drenado e destilado para se obter o
etanol formado.

3.2.4 Quantificacdio de leveduras presas no suporte

Foi feita por dois métodos. Uin pela detenninagéo de nitrogénio orgénico € o
segundo por pesagem. O primeiro utilizou a técnica de Kjeldahl para determinacfio de
pitrogénio. Neste método, o nitrogénio da amostra ¢ transformado em aménia, que ¢

separada por destilagdo e dosada por titulometria. O método, que ¢ executado em trés
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P% =(Mproteina / M amostra) * 100

O segundo método foi executado em uma Unica etapa. As membranas secas
ainda ndo submetidas a imobilizagdo de leveduras ou a um processo fermentativo,
foram em estufa a 100-105°C por 24 horas e pesadas. Depois da imobilizagdo da
levedura como descrito por SANTOS et al. (1998), as membranas foram lavadas
externamente com 4dgua destilada, esterilizada, resfriada e colocadas em uma estufa a
100-105°C, por 24 h, para eliminar toda umidade. Ao final, os suportes sdo resfriados
em dessecador € novamente pesadas; a diferenga das pesagens entre as membranas com
¢ sem células indicou a massa de leveduras secas imobilizadas nos poros do suporte.
3.2.5 Exame dos suportes por microscopia de varredura

A imobilizagdo das leveduras nas membranas foi feita também detectada por
exame de microscopia eletrdnica de varredura. O método permite visualizar os poros
das membranas e as leveduras ai alojadas. Entretanto n3o permitem quantifici-las, o que
deve ser feito pelos métodos citados no item precedente.
3.2.6 Acompanhamento da fermentagio

Os ensaios de fermentagdo foram acompanhados pelo decaimento do teor de
sélidos soluveis por refratometria, pela facilidade e economia do meio de fermentagdo.
Entretanto houve determina¢io analitica de agucares fermentesciveis no inicio € no final
da fermentagdo e no final, também a determinagio analitica do etanol formado, para
avalia¢3o do rendimento.
3.2.6.1 Determinaciio do teor de aciicar fermentescivel

A determinagdo de agicares fermentesciveis totais (AFT) foi feita no meio a
fermentar e no meio fermentado pelo método de Fehling apos a inversdo da sacarose por

via 4acida, segundo LEME & BORGES (1965). A avaliagio da redugdo de agucar
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durante o perfodo de fermentagdo foi acompanhado por determinagio de °Brix por
refratometria.
3.2.6.2 Determinagio do teor de etanol

O teor de etanol foi determinado por dois métodos. Para 0 acompanhamento da
fermentagdo foi feito por meio de ebulioscOpio, para economizar 0 meio em
fermentagiio, usando apenas 15 mL. O teor final foi feito por destilagio do meio,
determinagdo da densidade do destilado a 20°C por meio de picndmetro e obtengdo do
grau alcodlico em tabelas proprias.
3.2.7 Determina¢io da quantidade de células desprendidas durante a

fermentacgio

A massa de células depositada no fundo do reator era calculada como segue :
Apé6s a fermentaglio, todo 0 meio era filtrado em papel de filtro previamente seco a
65° C por 5 horas e pesado; o material celular retido e o papel eram lavados com 250
mL de 4gua destilada e depois, secos a 65° C pelo mesmo tempo e depois pesados.

Subtraida a massa inicial do papel, era obtida a massa de células depositadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selecéio das leveduras

Numa fermentagdo industrial, é comum serem usadas leveduras de panificagio
pela facilidade de preparo de in6culo, porém essas leveduras nio s3o puras.

Para a imobilizac8o foi considerada importante a fixagdo de uma unica cepa
sobre o suporte para garantir que os ensaios de fermentagio fossem conduzidos com
uma levedura selecionada, sem os riscos de alteragdo da flora microbiana no meio
fermentativo. De acordo com LIMA et al. (2001) a populagio das leveduras
selecionadas usadas em um processo fermentativo, ao longo do perfodo de reutilizago
do agente da fermentagio, sofre alterag#io e toma caracteristicas especificas da regido de
trabalho. Ao contrario, uma cepa de levedura pura imobilizada deverd manter-se
inalterada durante longo tempo de safra.

Os resultados do presente trabalho concordam com a afirmacgdo de DIVIES
(1989) que a imobilizag#o das células torna desnecessarios a purificagdo ou isolamentos
durante as fermentagdes. Entretanto, neste trabalho ocorreu contaminagiio com Candida
em uma etapa de imobilizag¢3o, 0 que recomenda proceder a imobilizag3o das células
puras de de levedura em ambiente isento de contaminag3o.

Durante a produgdo de cerveja em uma torre de fermentagdo com células
imobilizadas em alginato de calcio, WHITE & PORTNO (1978) conseguiram eliminar
uma contaminagdo bacteriana mas no presente trabalho ao contrario daqueles autores, a
eliminagdo da levedura contaminante foi conseguida ap6s calcinagio das membranas,
que puderam ser reaproveitadas para nova imobilizag#o de Saccharomyces cerevisiae
sem danos.

Algumas incongruéncias encontradas no presente trabalho, como a variagio do

tempo de fermentagio usando membranas de alumina, podem ser aceitas, em face a
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informagdes conflitantes encontradas na bibliografia tais como o citado por SIESS &
DIVIES (1981) que de 40% a 80% de células imobilizadas em gel de poliacrilamida sao
destruidas pela imobilizagdo; mas particulas de gel, a viabilidade das células se
comporta de forma heterogénea, sobretudo as do interior, porque as da superficie
mantiveram a capacidade de formar coldnias com boa atividade fermentativa.
Entretanto PUNDLE et al (1988) refutaram, em parte, esta afirmagfo.

PARASCANDOLA et al. (1987) imobilizaram células em fragmentos de
calcario vulcdnico, com ¢ sem adi¢io de gelatina, e informaram que nestas o
desempenho parece ter sido melhor. HAMDY (1990), em comunicagio pessoal, apos
saber de certos insucessos com a imobilizagdo em pérolas de alumina por falta de poros
adequados, sugeriu adicionar glutaraldeido aos suportes, mas ndo pareceu adequado
assim proceder, neste trabalho, pois a tecnologia ndo parece vidvel para aumento de
escala.

Das duas cepas testadas, 1Z-1830 e 17-1904, a escolha recaiu sobre a
identificada com 1Z-1830. Essa levedura fermentou o meio e produziu 0 méximo
volume de diéxido de carbono em menor tempo, diferentemente da outra, que niio
produziu gas carbdnico suficiente para encher o tubo de Durhan no periodo do ensaio. A
levedura 1Z-1830 em 72 horas conseguiu, nos trés tubos de ensaio produzir mais CO,,
suficiente para preencher todo o espago do tubo de Durhan, enquanto a levedura 1Z-
1904, nas mesmas condi¢des, n3o preencheu mais de 60% do tubo com o CO,
desprendido. Esses resultados levaram 4 escolha da cepa 12-1830. A Tabela 1 ilustra as

diferencgas entre elas.
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Devido ao tempo muito prolongado do inicio ao final do processo, para a tabela
2, 3 e 4 a fermentagdo nfo € adequada para comparar com uma produgio de etanol
industrial, mas ¢ aceitavel para ensaios em que no se sabia a quantidade de células em
trabalho (pois o processo de fermentagdo era feito com células imobilizadas, e ainda,
nesta etapa, ndo havia o desenvolvimento de uma técnica de quantificagio de
microrganismos imobilizados adequada).

Tabela 5 — Primeiro ensaio de fermentagio descontinua de meio de xarope de agucar
invertido com células imobilizadas em membranas de alumina.

Concentragio do meio ConcentracZo de
etanol
Tempo Bri AFT % em volume a
(horas) fx (g/ 100 mL) 20 °C
Inicio 172 174 0.0
24 16,2 16,2 0,4
48 15,0 14,0 1,6
72 142 12,0 2,6
120 13,0 9,9 40
144 11,7 7,9 4.9
168 11,2 7,0 50
192 11,0 6,9 5,1
216 10,5 6,7 5.4

288 9,2 53 6,0
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inicialmente, em cada ensaio, manteve-se imobilizado o mesmo nimero de células e
todos os testes ocorreram da mesma forma.

O calculo do rendimento de cada ensaio foi calculado de acordo com o esquema
abaixo, utilizando como exemplo o primeiro ensaio de fermentagfo com meio de
melago e fixando 48 horas de processo.

Quantidade de aglicares fermentesciveis : 13,59 — 2,05 =11,54 AFT em g/100 mL

100 g de AFT P 64,74 mL de etanol

11,54 g AFT » X mL de etanol
X =17,471 mL de etanol
Valor obtido de etanol no ensaio com 48 horas de processo : 5,45 mL de etanol.
7,47 mL de etanol em volume » 100%
5,45 mL de etanol em volume ____ 5 Y
Y=(5,45*100)/7,47
Y=72,9% de rendimento
Tabela 11 — Rendimentos das fermenta¢des descontinuas dos diferentes meios com
células imobilizadas em membranas de alumina e respectivos coeficientes de correlagio

quando plotadas as curvas de 4lcool formado pela quantidade de agucar fermentescivel
existente no meio.

Meio de fermentacdo

Ensaios Sintético Coeficiente de Melago Coeficiente de Caldode cana Coeficiente de

120h correlagio R2  48h correlagiio R? 96 h correlagio R®
Primeiro 81,51% 0,9963 72,95% 0,9643 76,39% 0,9776
Segundo 63,73% 0,6977 79,72% 0,9916 71,40% 0,9570
Terceiro 64,53% 0,9081 66,73% 0,9996 96,83% 0,5894

No meio de caldo de cana-de-aglicar as fermentag®es foram mais lentas em todos os
ensaios, assim como no meio sintético. Admite-se que a concentragio de leveduras eraa
mesma, visto que as membranas usadas foram as mesmas dos outros testes. Nesses
meios o tempo de fermentagdo foi maior do que nos meios de melago e nfo conduziu a

maxima produgdo de etanol. Somente no terceiro ensaio com caldo de cana de agiicar o
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mesino em condigdes favordveis : estufa a 32°C, meio com nutrientes ¢ vitaminas e pH
adequado.

Para confirmar a imobilizagdo nas condigOes acima, isto €, com algumas células
fixadas, foi feito um novo ensaio de fixagio com as mesmas membranas, porém apds
elimina¢do das células anteriormente alojadas nos poros, por meio de calcina¢io dos
suportes em mufla a 500°C por 5-6 horas.

Foi preparado um novo meio de fermentagdo, no qual foram mergulhadas as
membranas de alumina, previamente calcinadas em mufla a 500°C; em seguida foi
efetuada a esterilizagio do conjunto de meio e membranas em autoclave a 121°C por
15 minutos.

Depois de resfriado, 0 meio com as membranas foi inoculado com um volume
aleatério de suspensdo de leveduras previamente multiplicadas (aproximadamente 5%
do volume total) e deixadas em repouso em estufa a 32°C por sete dias, para a
fermentagdo do meio.

A seguir, uma amostra da membrana foi submetida & observagdo por
microscopia eletrdnica de varredura, para confirmar que a imobilizagdo foi positiva,

como comprovam as Figuras 22 e 23 seguintes.
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Figura 23, foi observado que a imobiliza¢3o ndo ocorreu apenas com Sacharomyces
cerevisiae , mas também com agrupamentos de células em forma de micélio, indicando
que o ensaio foi contaminado. A contaminagdo ocorreu com uma levedura do género
Candida sp. |

Para a continuag3o do trabalho, as membranas foram separadas , submetidas &
calcinagio, em mufla a 500°C e de novo foi procedida nova imobiliza¢io pelo método
Ja descrito. A contaminagio que ocorrera por causa n3o determinada, n3o voltou
acontecer nos demais ensaios.

De acordo com KOLOT (1980), nos processos de imobilizacdo de células vivas
a reacido de fermentacgio é acelerada e favorece as fermentagdes em sistema continuo.

O aumento da concentragdo celular supde alta multiplica¢3o celular no interior
do suporte, que deve ocorrer sempre que nova porgo de meio ¢ adicionada para entrar
em contato com o microrganismo imobilizado e havera células que se multiplicam e
desprendem do suporte, fato que caracteriza a vitalidade das células.

Na bibliografia consultada n3o foram encontradas citagdes sobre o
desprendimento das células dos suportes durante o processo de fermentagio, nem
citagdes sobre sua quantificagdo.

4.5 Determinag¢ao do numero de células fixadas
A determinagdo feita como descrita no item 3.2.4, levou & detecgdo média de
2,3.10" leveduras/100g de membrana pelo método de pesagem e de 3,5.10°
leveduras/100g de suporte pelo método indireto da determinagio de nitrogénio. Deve-se
levar em consideragdo que as amostras usadas em cada uma das anélises n#o foi a
mesma.
Os resultados da determinagfio da quantidade celular presente nas membranas pelos

dois métodos sdo discutidos a seguir :
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K = 5,62.10° leveduras/100g suporte
Valor médio =(5,62. 10° + 4,72 .10° + 2,21.10° + 1,86.10°+ 3,28.10%) /5 =
Valor médio = 3,54.10° células /100 de suporte

Vale ressaltar novamente que as amostras usadas nas duas analises ndo tiveram a
mesma massa ¢ nem eram as mesmas membrana. N3o € possivel fazer as duas analises
com o mesmo material pois, em qualquer uma das analises, obrigatoriamente, ha
destruigdo do material com células imobilizadas para se obter a quantificagfio.

Deve-se ressaltar também que por se tratarem de membranas diferentes, a
quantidade de poros internamente ndo tem igual distribuigdo, permitindo mais ou menos
imobilizagdo.

4.6 Ensaios de fermentaciio descontinua com leveduras imobilizadas

Os ensaios da fermenta¢3o descontinua levaram aos resultados citados nas Tabelas
14 a 17. O decréscimo de aguicares foi acompanhado pelo decaimento do teor de sélidos
soluveis em °Brix. Os teores finais de aglcar e etanol foram dosados analiticamente

pelos métodos citados.
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HAMDY (1990) escolheu a posi¢do inclinada para facilitar o escape do CO,
formado. Realmente o que se verificou na fermentagdo com membranas é que elas
criam uma camada de material muscilaginoso que dificulta a circulagio do CO;
formado.

Quando se faz a fermentagdo do meio para imobilizagdo de células, ela ocorre
tanto fora como no interior dos poros da membrana e ¢ realizada com células livres que
migram para o interior dos poros. Depois que as células de levedura ocupam seu nicho
nas membranas, aparentemente duas coisas ocorrem. A primeira é que 0 meio vai ao
encontro das células com mais dificuldade do que no inicio da fixagdo quando o ar é
expelido do suporte pelo aquecimento e substituido pelo meio de fermentagio e a
segunda seria a maior dificuldade da saida de CO; pela falta de circulago.

As membranas quebradas parece terem conduzido a maior velocidade da
fermentago, pelo melhor contato com o meio.

Quando as membranas n3o sfo quebradas e sfo distribuidas no fermentador
assentadas umas sobre as outras, o espago fica compartimentado, dificulta o escoamento
de CO; e o movimento convectivo do meio, o que reduz o contato dos aglicares com as
células de levedura.

CHIQUETTO SILVA (1997) observou que houve ruptura de glébulos de
alginato com células imobilizadas, por causa da formagio de gas carbdnico no interior
das esferas, mas ¢ possivel que ndo sé o CO; tenha causado a ruptura, mas também a
muitiplicagio das células. Se isto ocorreu, houve liberagido de células para o meio, que
passaram a agir livremente, multiplicando-se, fermentando e produzindo etanol.

No presente trabalho os suportes de alumina ficavam abrigados dentro de um
cartucho de chapa perfurada de ago inoxiddvel (aproximadamente 70 furos/cmz), que

permitia a livre circulagdo de meio fermentativo entre os supories € que células
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multiplicadas e liberadas atravessassem a parede do cartucho e se depositassem no
fundo do fermentador.

A quantidade de células depositadas no fundo do fermentador com 2 litros de
meio, em cada ciclo de fermentagio, com células imobilizadas em numero 2,29.10"!
células por 100g de suporte, ap6s 10 recolhimentos de amostras mostrou uma média de
0,378 g de células.

Como havia 0,378 g de células retidas no papel filtro apos filtragfio dos 2 L de
meio, a explicagdo & a de que as células retidas eram o produto de multiplicagio das
células imobilizadas; o meio era fermentado, a0 mesmo tempo em que havia
multiplica¢3o de células.

De acordo com AMIN et al. (1983), de 3 a 5% de glicose s3o consumidos na
fase principal das fermentagdes descontinuas, para produgio de subprodutos e no
sistema de células imobilizadas esse gasto € menor com conseqiiente maior produgio de
etanol.

Neste trabalho ndo foi feita dosagem de subprodutos da fermentagdo alcoélica,
produzidos durante a fermentagZo. Pelos exame de resultados de uma fermentag3o
descontinua com células imobilizadas com outra de células livres serd possivel estimar o
afirmado por AMIN et al (1983).

Segundo HOLLEBERG & MARGARITH (1981), e DURAN & BAILEY
(1986), a imobilizagdo eleva a atividade fermentativa das leveduras porque ha
elimina¢do da fase lag, diminui 0 risco de contamina¢fio em operagdes com alta
concentragio de células. Até certo ponto isto ocorreu no presente trabalho, pois a cada
vez que o sistema era renovado ja se iniciava a fermentag3o, mas ndo com a velocidade

esperada pelos informes da bibliografia.









72

aumento de concentra¢3o celular nas membranas mas a presenca de células em gemacio
¢ presenga de células fithas (de menor dimensfo) indicam multiplica¢3o das células no
interior dos poros. Houve registro da imobiliza¢@o e no se pode negar a ocorréncia de
multiplicagdo, porque a deposigdo de células no fundo dos reatores atesta o crescimento
do nimero de células. O que nao foi possivel determinar é se a multiplicagdo foi intensa
quando células saiam dos poros e se tornavam livres no meio de fermentagio. Se isto for
verdadeiro, contraria o que afirmam LEE et al. (1983), segundo os quais o metabolito
inibe as leveduras.

O estudo da imobilizag¢3o envolve o uso de diferentes suportes. A pesquisa de
HAMDY et al. (1990), com alumina, inspirou este trabalho, mas ha autores que
trabalharam com outros suportes s6lidos, como RICHTER et al. (1989), com estruturas
vegetais, PARASCANDOLA et al (1989) com pedras vulcinicas, KUMAKURA et al.
(1992), com terras porosas € TYIAGI & GHOSE (1982), que usaram glébulos de vidro
poroso, com poros de dimensdes controladas e afirmam que as células imobilizadas
apresentaram produgfo de etanol e rendimento mais alto. De maneira geral os suportes
solidos acarretam concentra¢do dos nutrientes na interface sélido-liquido e expdem os
microrganismos fixados a concentragdes mais altas de nutrientes que as células livres
(TYIAGI & GHOSE, 1982). Segundo eles, a alta concentragio do substrato na interface
a causa repentina mudanga da pressdo nas células imobilizadas e a separagio das células
brotadas pela superficie, com dessor¢do no efluente, separagdo subita da progénie e
mudan¢a na morfologia das células imobilizadas. Isso talvez explique 2 liberagdo de
células que ocorreu neste trabalho, nas fermentagdes com as células imobilizadas em
alumina, mas ndo houve observagdio de células alongadas ou diferentes em sua

morfologia, nas micrografias obtidas.
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6. A alumina-alfa ndo prejudicou a vitalidade das leveduras, pois elas
mantiveram sua atividade fermentativa durante todo o periodo de utilizagdo
das membranas, sem necessidade de reimobilizagio;

7. O tempo prolongado de fermentagdo nos diferentes testes parece ter sido
conseqiiéncia de pequena quantidade de células imobilizadas e ndo de
qualquer influéncia negativa da alumina-alfa na imobilizagio da cepa
Saccharomyces cerevisiae.

O prolongado tempo de fermentacdo em cada ensaio deste trabalho conduziu a
interpreta¢io de que a imobilizagdo das leveduras em alumina ndo mostrou viabilidade
para produgdo de etanol em escala industrial, mas € preciso levar em conta que havia
pouca massa de membranas e que s6 apos ter sido encontrada uma forma de quantificar
as leveduras no interior das membranas foi possivel estimar a quantidade de células em
trabalho nos ensaios.

O conhecimento desse nimero de células permitird calcular a quantidade de
membranas a usar para obter fermenta¢des mais rapidas.

Os resultados mostram que um dos objetivos do trabalho, que era demonstrar a
aplicabilidade da viabilizagdo em alumina foi alcangada ¢ o segundo que h4
possibilidade de realizar fermentagdio etandlica com as células imobilizadas. Pelos
ensaios percebe-se que em processos de fermentagdo em que o tempo nido é fator
restritivo como fermentagdes ou refermentagdes de vinhos o tempo ndo importa, pois o

que importa é a qualidade do produto final — seu aroma e sabor, a fermentag#o alcodlica

foi vidvel .
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho, dentro das condigdes de sua execugio,
permitiram concluir que :
1. As membranas de alumina-alfa usadas, permitiram, a imobiliza¢io da cepa
Saccharomyces cerevisiae,
2, Né#o foram observados efeitos negativos do material do suporte na
morfologia celular, na sua atividade fermentativa;
3. A conservagdo da viabilidade de uso das leveduras imobilizadas por tempo
prolongado sugere que a alumina-alfa poder4 ser usada, eventualmente, para

estocar cepas puras.
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