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RESUMO
A levedura Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de fungo unicelular que é
amplamente utilizada em diversas aplicagdes, sendo uma das mais importantes a
producdo de alimentos fermentados, como pées, cervejas e vinhos. Além disso, a
Saccharomyces cerevisiae também é usada em outras aplicac6es, como na producao
de etanol, na biotecnologia, na producdo de enzimas e na pesquisa cientifica. A
levedura é um dos principais ingredientes da cerveja e é responsavel pela
transformacg&o do acucar em alcool e dioxido de carbono, via processo fermentativo.
Este trabalho traz uma comparacdo da cinética de fermentacdo utilizando duas
leveduras comerciais pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae fabricadas
pela Fermentis®, a S-04 e a S-33. Para isso, foram estudados parametros como
crescimento celular, consumo de substrato, producdo de etanol e liberacdo de CO..
A levedura S-04 obteve um crescimento celular mais rapido, apesar de menor. Ja a
levedura S-33 obteve maior crescimento celular e maior velocidade de consumo de
substrato, atenuando a fermentacdo em 24h, 6h a menos que a S-04. No entanto,
para producéao de etanol, a levedura S-33 foi a que mais se aproximou de 6 ml, ficando
com 5,9 ml de etanol para 100ml de solucdo que evidencia um bom resultado. Por sua
vez, a S-04 ficou um pouco abaixo com apenas 3,75 ml de etanol, tornando a levedura

S-33 mais atrativa em termos de processo fermentativo.

Palavras-chave: Fermentacéo alcodlica, Levedura cervejeira, Producao de Etanol,

Saccharomyces cerevisiae, S-04, S-33.



ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae is a species of unicellular fungus that is widely
used in several applications, one of the most important being the production of
fermented foods such as bread, beer and wine. In addition, Saccharomyces cerevisiae
is also used in other applications such as ethanol production, biotechnology, enzyme
production and scientific research. Yeast is one of the main ingredients of beer and is
responsible for transforming sugar into alcohol and carbon dioxide via the fermentation
process. This work brings a comparison of fermentation kinetics using two commercial
yeasts belonging to the species Saccharomyces cerevisiae manufactured by
Fermentis®, S-04 and S-33. For this, parameters such as cell growth, substrate
consumption, ethanol production and CO2 release were studied. The yeast S-04
obtained a faster cell growth, although smaller. Yeast S-33, on the other hand, obtained
greater cell growth and faster substrate consumption, attenuating fermentation in 24h,
6h less than S-04. However, for ethanol production, yeast S-33 was the closest to 6
ml, getting 5.9 ml of ethanol for 100 ml of solution, which shows a good result. On the
other hand, the S-04 was a little lower with only 3.75 ml of ethanol, making the S-33

yeast more attractive in terms of the fermentation process.

Key-words: Alcoholic fermentation, Brewing yeast, Ethanol production,

Saccharomyces cerevisiae, S-04, S-33.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que o homem comecou a utilizar bebidas fermentadas ha 30 mil
anos, sendo que a producao de cerveja deve ter se iniciado por volta de 8.000 a.C.
Essa bebida foi desenvolvida paralelamente aos processos de fermentagéo de cereais
e difundiu-se lado a lado com as culturas de milho, centeio e cevada nas antigas
sociedades estaveis (AQUARONE et al., 2001).

A principal matéria-prima da cerveja é a levedura. Atualmente, devido a sua
diversidade de atividades bioldgicas, as leveduras tornam-se tornam fortes candidatas
a uma ampla gama de aplicacdes, dentre elas, a fermentacédo para producao de
cerveja (HATOUM, 2012). As leveduras utilizadas na producédo de cerveja pertencem
a espécie Saccharomyces cerevisiae. Também pertencem a esta espécie, as
leveduras alcodlicas outrora classificadas como S. uvarum e S. carlsbenguensis
(AQUARONE et al., 2001).

Nas cervejarias, faz-se uma classificacdo empirica baseada no comportamento
da levedura cervejeira durante a fermentacéo. Se durante o processo fermentativo, a
levedura sobe para a superficie do mosto, ela € denominada “de alta fermentagao” e
se ao final do processo fermentativo decanta no fundo do fermentador, é chamada de
“baixa fermentacao” (AQUARONE et al., 2001).

Um bom cervejeiro deve ter conhecimento das propriedades essenciais e
suplementares de um fermento, a fim de fazer a melhor escolha do tipo de levedura
gue ira utilizar no processo fermentativo. Dentro desse contexto, trés caracteristicas
tém fundamental importancia em qualquer processo de selecdo de leveduras
cervejeiras: a levedura deve produzir aroma e sabor agradaveis; ha a necessidade de
gue a levedura cresca adequadamente e, por fim, se ha habilidade ou ndo de flocular
e se os flocos formados sobem ao topo ou decantam na base do fermentador
(AQUARONE et al., 2001). A fermentacdo € o processo no qual a levedura trabalha,
neste caso, transformando os acucares (glicose e frutose) principalmente em etanol e
CO:.. Portanto, procura-se, entdo, administrar a fermentacado de modo a favorecer seu
crescimento e a manutencéo e producao dos aromas e sabores desejaveis no produto
final, a cerveja. Neste sentido, torna-se essencial o controle sobre algumas variaveis
importantes desse processo como, por exemplo, a temperatura de fermentacao, a
duragéo, a contrapressao, o pH, a escolha adequada da levedura e a quantidade dela
a ser empregada (AQUARONE et al., 2001).
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Portanto, o estudo das caracteristicas fermentativas das leveduras é
fundamental para compreender o perfil da bebida que se deseja obter e aprimorar a
escolha do microrganismo a ser utilizado (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Além disso,
a disponibilidade de linhagens de leveduras é variada e os parametros fisiolégicos que
as diferenciam sdo muitos, entre eles: taxa de crescimento, velocidade fermentativa,
capacidade de atenuagcdo e floculagdo (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Estas
diferencas irdo resultar no produto final quanto ao seu teor alcodlico, corpo, textura,
carbonatacao, turvacao, formacédo de espuma, aroma, sabor, off-flavors (diferente do
padrao), etc. Com isto, conclui-se que o0 mosto fermentado com a linhagem adequada
resultar4 em caracteristicas tipicas e altamente desejadas (HUGHES, 2013).

Diante deste cenario de dependéncia dos insumos importados, e a fim de
atender demandas mercadolégicas atuais, faz-se necessario vencer o desafio
cientifico e tecnoldgico de selecéo e producéo de leveduras cervejeiras com qualidade
em territorio nacional.

O uso de leveduras comerciais na producdo de bebidas alcodlicas é uma
pratica comum em todo o mundo. As leveduras sao responsaveis pela fermentacao
do acucar em alcool, produzindo o sabor e 0 aroma caracteristicos de cada bebida.
Entre as diversas marcas de leveduras comerciais disponiveis no mercado, a
Fermentis € uma das mais conhecidas e utilizadas pelos produtores.

Dentre as diferentes cepas de leveduras comerciais produzidas pela Fermentis,
as cepas S-04 e S-33 sédo frequentemente utilizadas na producéo de cervejas. A cepa
S-04 é uma levedura comercial inglesa do tipo Ale. Selecionada por sua caracteristica
de rapida fermentacao e habilidade de formar um sedimento bem compacto ao final
da fermentacao, ajudando a melhorar a clarificacéo das cervejas artesanais. Ja a cepa
S-33 é uma levedura popular de multiplas funcdes, que apresenta fortes propriedades
de conservacédo e um desempenho consistente, além de produzir um perfil espléndido.
E usado para uma ampla variedade de cervejas especiais de alta fermentacéo
(cervejas de trigo, tipo belgas, trapistas, entre outras) (LAMAS BREW SHOP, 2023).

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma comparacdo cinética utilizando duas leveduras comerciais

pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae fabricadas pela Fermentis, a S-04
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e a S-33 em relagcédo a producédo de etanol e consumo do substrato dessas duas

leveduras.

111

Objetivos especificos

Analisar a viabilidade e a eficiéncia das leveduras estudadas.
Acompanhar as corridas fermentativas das leveduras estudadas;
Calcular os parametros cinéticos dos processos fermentativos;

Comparar as leveduras cervejeiras comerciais;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORIA CERVEJEIRA

Dentre os povos barbaros que ocupavam a Europa durante o império romano,
os de origem germanica destacavam-se na arte de fabricar cervejas. Na idade média,
século Xlll, os cervejeiros germanicos foram os primeiros a empregar ldpulo na
cerveja, conferindo-lhe as caracteristicas basicas da bebida atual (AQUARONE et al.,
2001).

Segundo Hornsey (2016), essa bebida chegou a Europa por meio dos romanos,
gue espalharam a cultura da cerveja pela regido. Durante a Idade Média, os mosteiros
assumiram um papel importante na producdo de cerveja, com monges como Sao
Bento e S&o Bernardo desenvolvendo receitas e técnicas de fabricagéo. A cerveja era
uma bebida popular na Europa, mas também era considerada uma alternativa mais
segura a agua, que muitas vezes estava contaminada.

No século XIX, com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, a fabricacao
de cerveja tornou-se mais eficiente e higiénica. A invencdo do termémetro e a
descoberta das leveduras, por Louis Pasteur, foram dois avancos fundamentais na
producédo de cerveja. As grandes fabricas de cerveja comecaram a surgir na Europa
e na América do Norte, e novos estilos de cerveja foram criados.

De acordo com Bruwer (2016), no final do século XX, a cerveja artesanal
comecou a ganhar popularidade em todo o mundo. Cervejeiros caseiros e pequenas
cervejarias independentes comecaram a experimentar novos ingredientes e técnicas
de fabricacédo, produzindo cervejas com sabores mais complexos e distintos. Hoje em
dia, a cerveja artesanal € um movimento global, com festivais, associacdes e lojas
especializadas em todo o mundo.

Em resumo, a historia da cerveja € longa e rica em tradicdo e inovacgado. Desde
0S sumérios até os cervejeiros artesanais de hoje, a cerveja tem sido uma parte

importante da cultura e da economia em todo o mundo.

2.2. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada em processos

de fermentacéo alcodlica para a producéo de bebidas alcodlicas, como cerveja, vinho
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e destilados. Durante a fermentacdo alcodlica, a levedura converte os agucares
presentes (glicose e frutose) no mosto, principalmente, em etanol e didxido de
carbono, gerando assim a bebida alcodlica (DELFINI et al., 2020).

Outro fator importante na fermentacdo alcoodlica, € a disponibilidade de
nutrientes para a levedura. A levedura requer uma variedade de nutrientes, incluindo
nitrogénio, vitaminas e minerais, para um crescimento e producdo de etanol
adequados. A falta de nutrientes adequados pode resultar em uma fermentacao
incompleta ou em uma producgéo de etanol de baixa qualidade (GOBBI et al., 2020).

Além disso, o controle da temperatura e do pH durante a fermentacéo alcodlica
pode ter um impacto significativo na eficiéncia da fermentacédo e na qualidade da
bebida produzida. A temperatura ideal para a fermentacéo varia dependendo da cepa
de levedura utilizada e da bebida produzida, mas geralmente varia de 15 a 25 °C. O
controle adequado do pH é importante para evitar a formagcéo de compostos toxicos e
melhorar a eficiéncia da fermentacdo (BASSO et al., 2016).

Também é importante mencionar que a fermentacéo alcoodlica pode ser afetada
por fatores externos, como a presenca de contaminantes microbianos e o uso de
antibidticos durante o processo de fermentacao. Esses fatores podem ter um impacto
negativo na qualidade da bebida produzida e podem levar a problemas de saude
publica (BAI et al., 2019).

Em resumo, a levedura Saccharomyces cerevisiae desempenha um papel
fundamental na fermentacdo alcodlica e € amplamente utilizada na producdo de

bebidas alcodlicas.

2.3 LEVEDURAS FERMENTIS S-04 E S-33

A Fermentis é uma empresa especializada em leveduras e outros produtos
para fermentacdo de bebidas alcodlicas, e suas leveduras S-04 e S-33 séo

amplamente utilizadas na producao de cervejas e outras bebidas fermentadas.
2.3.1 Levedura Fermentis S-04
A levedura S-04 é uma cepa de Saccharomyces cerevisiae selecionada pela

Fermentis para producao de cervejas ale de alta qualidade. Segundo a empresa, a S-

04 é capaz de produzir cervejas com perfil sensorial equilibrado, com notas de malte
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e lapulo bem definido. Alguns estudos tém avaliado o desempenho da S-04 em
diferentes condicdes de fermentagcdo e com diferentes matérias-primas.

Um estudo de Zdaniewicz et al. (2016) avaliou o efeito de diferentes
concentracbes de glicose, extrato de malte e extrato de malte seco sobre a
fermentacdo da S-04. Os autores observaram que a levedura teve um bom
desempenho em todas as condi¢Oes testadas, com alta eficiéncia de fermentacéo e
producédo de etanol. No entanto, a concentragdo de extrato de malte seco afetou o
perfil sensorial da cerveja, com notas de caramelo mais pronunciadas em
concentra¢cfes mais altas.

Outro estudo de Oliveira et al. (2017) avaliou o desempenho da S-04 em
cervejas produzidas com diferentes tipos de malte, incluindo malte de cevada, trigo,
centeio e aveia. Os autores observaram que a levedura teve um bom desempenho
em todas as cervejas, com producédo de etanol e didoxido de carbono dentro dos
valores esperados. No entanto, as cervejas produzidas com malte apresentaram

menor eficiéncia de fermentacdo e menor producédo de compostos volateis.

2.3.2 Levedura Fermentis S-33

Analogamente a S-04, a levedura S-33 € uma cepa de Saccharomyces
cerevisiae selecionada pela Fermentis para producdo de cervejas Ale de alta
fermentacdo. De acordo com a empresa, a S-33 é capaz de produzir cervejas com
perfil sensorial equilibrado, com notas de malte e ésteres frutados bem definidos.
Alguns estudos tém avaliado o desempenho da S-33 em diferentes condicbes de
fermentacédo e com diferentes matérias-primas.

As leveduras sao microrganismos unicelulares responsaveis pela fermentacéo
alcodlica de acucares em bebidas alcodlicas. Elas desempenham um papel crucial na
producdo de cervejas, vinhos e outras bebidas fermentadas, influenciando

diretamente a qualidade sensorial do produto final.
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2.4 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacgdo alcodlica ocorre atraveés da atividade enzimatica da levedura
sobre acucares fermentesciveis presentes na solucao. Nesse processo bioldgico, a
energia fornecida pelas reacdes de oxidagéo parcial possibilita o crescimento dos
micro-organismos, enquanto a oxidacdo anaerdbia dos acucares € utilizada para a
formacdo de etanol e dioxido de carbono, podendo ser demonstrada pela reacéo
global 1 (BASTOS 2010; CINELLI, 2012).

CeH1206 —» 2 C2H6O + 2 CO2 + 2ATP + calor Q)

Na producdo do etanol a partir de fermentacéo alcodlica sdo destacadas 3
fases, sdo elas: preparo do substrato, fermentacdo e destilagcdo. O preparo do
substrato consiste na obtencdo dos acucares. A fermentacdo € a etapa onde o0s
acucares sao convertidos em etanol e dioxido de carbono. A destilacdo € a etapa onde
0 etanol é separado. Para isso, primeiro € separado do substrato fermentado e depois
o etanol é purificado e concentrado (CORREA, 2015).

A via dlicolitica € uma via central, quase universal de catabolismo de
carboidratos. E o primeiro estagio do metabolismo, e consiste em um processo
anaerobico (processo de fermentacédo), com saldo positivo de 2 ATP (adenosina
trifosfato) e 2 piruvatos (que podem ser convertidos a lactato ou a Acetil-CoA, e entrar
no Ciclo de Krebs).

Depois de todo processo para a glicose entrar dentro da célula, inicia-se a glicélise,

gue possui 10 reacdes para a conversao da glicose.

e 12 etapa (primeiro gasto de energia e reacao irreversivel)

Pode-se definir a glicose como uma molécula bastante “inquieta”, caso ela nao for
presa por alguma acdo, acaba escapando para fora da célula. Por isso, ocorre um
processo de fosforilagdo da glicose, pela enzima Hexoquinase, para que a glicose
permaneca na célula. O ATP doa um fosfato ao carbono 6 (C-6) da molécula de
glicose e, portanto, o produto desta reacao sera glicose-6-fosfato como mostrado na

Figura 1.



19

Figura 1:Processo de adi¢éo do fosfato a glicose

6
o \ CH,—OPO;%~
CH,—OH
(o) ATP  ADP
H H H M92+
OH H Hexoquinase
HO OH
H OH H OH
Glicose Glicose-6-Fosfato

Fonte: (TEODORO, 2012)

Para a adicao do fosfato (fosforilacdo) a glicose, ha o primeiro gasto de energia.
Note que para que a reacao ocorra, a hexoquinase requer o cofator Mg=, porque ele
protege as cargas negativas do grupo fosforil do ATP. O complexo MgATP: promove
maior facilidade para a ligagéo do grupo - OH da glicose ao fosfato, ativando a glicose

e mantendo-a dentro da célula.

e 23 etapa (reacao reversivel)
Nesta etapa ocorre a isomerizacdo reversivel da glicose-6-fosfato, formando
frutose-6-fosfato como mostrado na Figura 2. A enzima que catalisa esta reacao € a

fosfo-hexose-isomerase.

Figura 2: Isomerizacdo da glicose-6-fosfato

® 9
~0—P—0—CH, .
5 I 6
0—P—0—CH, 1
\ 0. CH,0H
- SN\H HO P
H OH
4 3
OH H
Glicose-6-Fosfato Frutose-6-Fosfato

Fonte: (TEODORO, 2012)

e 32 etapa (segundo gasto de energia e reacao irreversivel)
De acordo com a Figura 3, a frutose-6-fosfato é fosforilada, produzindo frutose-

1,6-bisfosfato. Esta reacdo € acoplada a hidrolise de ATP, constituindo entéo o
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segundo gasto de energia. A enzima que catalisa esta reagcdo € a

fosfofrutoquinase-1 (principal enzima reguladora da glicose).

Figura 3: fosforilagéo da F6P para Frutose-1,6-bisfosfato.

® o 9 ?
o—b—0—CH, ATP  ADP 0—F—0—CH, , CH: SR
0 N\ Mg g 0 NH HO o
Fosfofrutoquinase-1 H\ OH
o=} OH H

{:11.;011
‘NH HO J?
H OH

OH H
Frutose-6-fosfato Frutose-1,6-bisfosfato

Fonte: (TEODORO, 2012)

e 42 etapa (reacao reversivel)
Ocorre a divisdo (clivagem) da frutose-1,6-bisfosfato em dois fragmentos de 3

carbonos, formando diidroxiacetona-fostato e gliceraldeido-3-fosfato mostrado na

Figura 4. A enzima que catalisa esta reacao ¢é a aldolase.

Figura 4: Processo de clivagem da frutose-1,6-bisfosfato.

Diidroxiacetona-fosfato

| Aldolase

H C OH

CH.OPO.? H— ¢ -—ou Gliceraldeido-3-fosfato

Frutose-1,6-bisfosfato CH,0PO

Fonte: (TEODORO, 2012)

e 52 etapa (reacdo reversivel)
Apenas o gliceraldeido-3-fosfato pode ser diretamente degradado nos passos

subsequentes da glicolise. Entretanto, a diidroxiacetona-fostato € convertida

reversivelmente em gliceraldeido-3-fosfato, pela enzima triose-fosfato-isomerase. A

Figura 5 ilustra essa conversao.
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Figura 5: Processo de conversao da diidroxiacetona-fosfato

(5] H
o\ /
CH,OH c
C=0 (0] = Triose-fosfato- * | HCOH (lt‘)
CITH.,—O—Ill’—O isomerase CH_[“O“‘]T‘—O
B |
(0]

(0]

Diidroxiacetona-fosfato Gliceraldeido-3-fosfato

Fonte: (TEODORO, 2012)

Antes de entrar na etapa 6, tem-se que uma molécula de glicose foi convertida

em duas de gliceraldeido-3-fosfato e 0 saldo energético final é negativo, pois foi usado
2 ATPs.

62 etapa (reducédo do NAD- a NADH e reacéo reversivel)

De acordo com a Figura 6, ocorre a oxidacdo do gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-
bisfosfoglicerato, pela enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase.

Figura 6: Adicdo de fosfato ao gliceraldeido-3-fosfato e transferéncia de elétrons para o NAD-

(6 0
o H o 0—P—0
N’ o NAD' NADH + H N7 (l)
1 I ‘ ] |
HCOH + HO=RB=0N - —e = HCOH
2 Gliceraldeido-3-fosfato- 2
CH,O0PO35 ¢ desidrogenase CH,OPO3
Gliceraldeido-3- Fosfato 1,3-bisfosfoglicerato
fosfato inorganico

Fonte: (TEODORO, 2012)

e 72 etapa (pagamento dos 2 ATPs gastos e reacao reversivel)

Hé& a producéo de ATP pela fosforilacdo do ADP. A enzima que catalisa a reacéo

de conversdo do 1,3-bisfosfoglicerato a 3-fosfoglicerato € a fosfoglicertato-quinase
mostrado na Figura 7.

Figura 7: conversao do 1,3-bisfosfoglicerato a 3-fosfoglicerato.

0
0 ®

|
0—P=0
i Il ;l/ oy 0 f\
0y O-F=0 ‘ \l]') My . ¢ \'(
[ & 0 Eoctot HCOH ' @®
HCOH osfoglicerato- ; , \]J
| 2 Rib —Adenine quinase CH,OPO: 0
CH,0PO3 i
- Rib —Adenine
1,3- ADP 3-fosfoglicerato
bifosfoglicerato ATP

Fonte: (TEODORO, 2012)
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e 82 etapa (reacao reversivel)

Ha um rearranjo do 3-fosfoglicerato, e o fosfato passa do carbono 3 (C-3) para o
carbono 2 (C-2) como mostra a Figura 8. Isso acontece pela enzima
fosfogliceromutase (ou fosfoglicerato-mutase). Forma-se entdo o 2-fosfoglicerato.

Figura 8: Formacéo do 2-fosfoglicerato.

(&)

C o_ 0
| Me? \(_ B

HC—OH O R . i
(I‘“"_()—’{_() Fosfogl'icerato- HC 0 _[I)_O

mutase L
(%) CH,—OH O
3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato

Fonte: (TEODORO, 2012)
e 92 etapa (reacao reversivel)

De acordo com a Figura 9, nesta etapa ocorre a desidratacéo do 2-fosfoglicerato,

formando fosfoenolpiruvato, pela enzima enolase.

Figura 9: Processo de desidratacédo do 2-fosfoglicerato.

Qo o 0. O
N\ _/ \ _/

o HOl Y o

I Y, | I

B-C—0—P—0 = > C—0—P—0

| l Enolase || |

HO—CH, O CH,
2-fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato

Fonte: (TEODORO, 2012)

e 102 etapa

No ultimo passo da via glicolitica, ha a transferéncia de fosfato do fosfoenolpiruvato
para o ADP, pela enzima piruvato-quinase, formando o piruvato e ATP. Depois, ha
uma tautomerizacao, e o piruvato alcanca a forma cetdnica como ilustra a Figura 10,
gue predomina em pH 7,0. Como tudo acontece em dobro, forma-se duas moléculas

de piruvato e 2 ATP.
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Figura 10: Formacéo do piruvato.

. & o_ 0 o_ 0
0, 0 N ‘/0 | \\C/ \\(‘/
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CH; O (I) CH, CH, CHgy
Rib —Adenine Piruvato ? Piruvato Piruvato
Fosfoenolpiruvato ADP Rib Adenine (forma endlica) (forma cetdnica)

ATP

Fonte: (TEODORO, 2012)

E por fim, para obter a molécula de etanol, ficou-se com:

CoO H
|C=O 1 (|Z=O + CO 2 NADH + H*+ CH,0OH (2)
I I 2 I 2
CH3 CH3 CH3
Piruvato .
Acetaldeido

Etanol

1- Piruvato descarboxilase

2- Alcool desidrogenese

2.4.1 Etanol

O etanol é um composto organico pertencente a funcdo quimica alcool e &
popularmente conhecido como alcool etilico. Apresenta-se como um liquido incolor e
€ altamente inflamavel. A principal via de obtencéo do etanol é pela fermentacao de
acucares presentes na cana-de-acucar (LIMA, 2012).

A origem do nome etanol vem da juncédo de "etil", que € um radical organico,
com o sufixo "-ol", que indica a presenca de um grupo hidroxila (-OH) em sua estrutura.

Essa nomenclatura foi proposta pelo quimico aleméo Justus Von Liebig em 1834.

2.5 METODO DE CONTAGEM DE LEVEDURAS

A contagem de células fermentativas refere-se a contagem de células de micro-
organismos responsaveis pelo processo de fermentacdo. Essa técnica é comumente

utilizada na industria de alimentos e bebidas, bem como na producéo de bioenergia e
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biocombustiveis. E bastante importante, pois garante a qualidade e a seguranca dos
produtos fermentados. Por exemplo, na producdo de cerveja, a contagem de células
de levedura é um fator critico que afeta a qualidade da cerveja e o rendimento da
producdo. Da mesma forma, na producdo de iogurte, a contagem de células de
bactérias laticas € um indicador importante da qualidade do produto final (MONGELO,
2012).

A contagem de micro-organismos pode ser realizada por plaqueamento, que é
um método classico que consiste no inéculo de 1 ml em meio de cultura em placa de
Petri, podendo levar até 72 horas para ser realizado. Esse tempo de resposta faz com
gue esse método seja inviavel na utilizacdo em empresas como destilarias e
cervejarias. Devido a esta limitagcdo, o método adotado pela maioria das empresas é
a contagem em camara de Neubauer, utilizando como indicador de células mortas o
azul de metileno preparado em citrato, cujo resultado € imediato e direto (MONGELO,
2012).

2.5.1 Camara de Neubauer

O método de contagem em camara de Neubauer € uma técnica utilizada na
biologia celular e molecular para determinar o niumero de células presentes em uma
amostra biologica. Este método € amplamente utilizado em diversas areas da biologia,
como na hematologia, na imunologia, na microbiologia e na biotecnologia.

A camara de Neubauer é uma placa de vidro fina com uma grade de linhas
finas que divide a area em pequenos quadrados. Cada quadrado possui uma area
conhecida e é numerada. A amostra bioldgica € colocada na camara de contagem e
a contagem de células é realizada através da observacdo dos quadrados sob um
microscopio. Para realizar a contagem em camara de Neubauer, é necessario diluir a
amostra bioldgica até uma concentragado que permita a contagem das células em uma
area especifica da camara. A diluicdo da amostra € importante para garantir que o
namero de células em cada quadrado ou retangulo seja adequado para a contagem.
As células sdo contadas manualmente utilizando uma grade de linhas finas como
referéncia. A contagem deve ser realizada em varios quadrados ou retangulos
diferentes para garantir a precisao do resultado (MONGELO, 2012).

O numero total de células presentes na amostra € calculado multiplicando-se o

namero meédio de células contadas por um fator de diluicdo. O fator de diluicdo &
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calculado a partir da raz&o entre o volume total da amostra e o volume da solucéo de
diluicdo utilizada (MONGELO, 2012).
A Figura 11 ilustra uma representacédo da imagem da Camara de Neubauer no

microscoépio.

Figura 11: Camara de Neubauer

Ir——
1 mm

Fonte: http://insilico.ehu.eus/camara_recuento/

Para diferenciar as células vivas das mortas, utilizou-se como corante indicador
o azul de metileno, onde misturou-se quantidades iguais de amostra + corante. As
células vivas contém enzimas capazes de reduzir o azul-de-metileno a compostos
incolores. Quando as células estdo imersas no azul-de-metileno, que penetra no seu
interior, as enzimas das células vivas descolorem a matéria corante enquanto as
células mortas, nas quais a enzima esta inativa, ndo reagem, ficando com a cor azul.

Na Figura 12, foi possivel diferenciar visualmente as células vivas das mortas.


http://insilico.ehu.eus/camara_recuento/
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Figura 12: Células vivas (incolor) e células mortas (azul)

Levedura viva

Levedura morta

Fonte: Auto

2.6 METODO DNSA

O método DNSA (acido 3,5-dinitrosalicilico) € amplamente utilizado na
determinacao do teor de glicose em fermentacédo. Esse método é baseado na reacéo
entre a glicose e 0 DNSA, resultando na formac&o de um complexo corado que pode
ser quantificado por espectrofotometria (LIMA, 2013). Este complexo obedece a lei de
Lambert-Beer, onde a transmitancia é proporcional a concentracdo da substancia
dissolvida.

Segundo Miller (em 1959), para realizar a reacdo de DNSA, uma amostra
contendo glicose é aquecida em presenca do reagente DNSA em meio acido. A
glicose reage com 0 DNSA, formando um complexo corado que pode ser medido em
um espectrofotdmetro a 540 nm. Este método apresenta alta sensibilidade e preciséo,
sendo capaz de detectar glicose em concentracdes tdo baixas quanto 1 pg. mi. Por
essa razdo, € amplamente utilizado na industria alimenticia e de biotecnologia para
monitorar a producdo de etanol, acido lactico e outros produtos fermentativos (LIMA,
2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo em questdo foi realizado durante 8 semanas no Laboratério de
Microbiologia situado no DEQ/UFPE, onde inicialmente analisou a viabilidade das
leveduras cervejeiras S-04 e S-33 (Figura 13) e em seguida a capacidade fermentativa
de ambas, especificamente a liberagdo de CO3, crescimento celular, consumo de
substrato (glicose) e formacé&o de produto (etanol).

Os equipamentos utilizados na elaboracéo deste trabalho foram: erlenmeyers
de 50 ml e 125 ml; baldo volumétrico de 50 ml; tubos de ensaio; pipetas graduadas,
volumétricas e de Pasteur; camaras de Neubauer; balanca analitica; centrifuga;
banho-maria; microscopio Optico; ebulibmetro; espectrofotbmetro; béqueres e
provetas de diversos tamanhos; espatulas.

Os materiais utilizados foram: corante azul de metileno (0,02% de azul de
metileno e 2% de citrato de sddio); Leveduras cervejeiras S-04 e S-33 (Figura 13);
meio fermentativo (Tabela 1); reagente DNSA (C7H4N2O7 em meio alcalino — N.OH e
KNaC4H4Os).

3.1 MICRORGANISMO

A S-04 e S-33 foram as duas leveduras comerciais do género Saccharomyces
Cerevisiae escolhidas para o estudo deste trabalho. Na Figura 13 tem a ilustracdo das

embalagens das leveduras estudadas.

Figura 13: Leveduras Fermentis S-04 e S-33

oren —
Cemen —

Safale S~G4

Fonte: https://www.lamasbrewshop.com.br/
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3.2 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular é feita através da contagem em camara de Neubauer.
Prepara-se uma suspensdo de leveduras em agua destilada estéril. Para cada
suspensao, foi pesado 0,025g de levedura comercial, adicionada a um baléo aferido
em 50 ml, completado com &gua destilada até a marca dos 50 ml, obtendo-se uma
concentracdo de 0,5 g.L't. Em seguida, homogeneizou-se a mistura. Em um tubo de
ensaio adicionou-se, com auxilio de uma pipeta graduada, 1 ml da suspensédo e 1 ml
do corante azul de metileno, sendo deixado por 15 minutos. Apos esse tempo, com a
suspensao homogeneizada e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi adicionada
uma aliquota desta mistura a uma camara de Neubauer para poder iniciar a contagem
das leveduras vivas (transparentes) e mortas (azul) no microscopio optico.

A contagem foi realizada nos quadrantes centrais, seguindo a ordem do 1 até

0 quadrante 10 como mostrado na Figura 14.

Figura 14: Ordem de contagem

i T B

Fonte: https://www.gconcursos.com/questoes-militares/questoes/f4ea503a-03 (Adaptado pelo autor)

A metodologia adotada foi contar as células que estavam no limite superior e
no limite lateral esquerdo do quadrante, desprezando as dos limites inferior e lateral
direito. Foi anotado o niamero de células (vivas e mortas) e a viabilidade celular em
cada semana.

Para o célculo da viabilidade celular de leveduras, foi utilizado a equagéo 2.


https://www.qconcursos.com/questoes-militares/questoes/f4ea503a-03
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viablidade (%) — ( n? de células vivas ) % 100 (3)

ne de células vivas+n? de células mortas

3.3. CINETICA

As matérias-primas utilizadas para a preparacdo do meio para as fermentacoes

na analise da cinética estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo do meio fermentativo

Ingrediente Quantidade
Glicose 720 g
Extrato de levedura 14 g
Ureia 7,29
KH2PO4 729
MgS0O4.7H20 3,69

Agua destilada 7L

Leveduras (S-04 e S-33) 3,59

Fonte: Autor

Para a fermentacdo alcodlica, foi separada cada levedura em dois baldes
volumétricos diferentes com 3L (Figura 15) e 0,5L (Figura 16), ambas possuindo a
concentracdo 100 g.L*de glicose. Onde o baldo de 0,5L foi utilizado para o estudo de
perda por CO: e o baldo de 3L para obtencéo do teor de glicose, etanol e células. A
fermentacdo durou cerca de 72 h. Durante o processo, foram retiradas amostras de
cerca de 40 ml, com intervalos de 6 em 6h. Paralelamente, também foi analisado o

decaimento do peso devido do balédo de 0,5L para verificar a liberacédo de COa..
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Figura 15: Fermentacdo com baléo de 3L para leveduras S-33 (esquerda) e S-04 (direita)

{ : H 2 e

Fonte: Autor

Figura 16: Fermentac@o com baléo de 0,5L para leveduras S-33 (esquerda) e S-04
(direita)

Fonte: Autor
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3.3.1 Concentracéao de glicose

A fim de determinar a concentracao de glicose, foi utilizado o método DNSA.
Para cada amostra tirada durante o periodo fermentativo, foi necessario retirar uma
aliquota de 0,5 ml utilizando uma pipeta volumétrica, transferindo para um tubo Folin
Wu juntamente com 1 ml do reagente DNSA. Sendo a mistura agitada e o tubo
colocado em banho-maria a 100°C durante 5 minutos. Paralelamente, preparou-se um
tubo em condi¢Bes analogas, porém sem glicose, o branco da andlise. Em seguida,
o tubo foi transferido para um banho de gelo. Por fim, o tubo foi completado com agua
destilada até a marca de 12,5 ml e a mistura homogeneizada.

Para efetuar a leitura da concentracdo glicose, utilizou-se o espectrometro
marca Spectrum, modelo SP-1105. Em seguida, a amostra foi colocada em uma
cubeta de quartzo e levada a leitura no espectrofotbmetro regulado para o
comprimento de onda de 540 nm, onde se realizou a leitura da intensidade da cor que

mede a absorbancia em funcéo da concentracao de glicose.

3.3.2 Producéao de etanol

Para determinacdo do teor alcodlico, foi utilizado o método do ebulibmetro.
Primeiramente foi necesséario efetuar a calibracdo do equipamento com agua
destilada, adicionando 50 ml na caldeira do equipamento. Logo apds, foi adicionado
agua fria no condensador, onde foi inserido o termémetro. Por ultimo, para iniciar o
processo, foi posicionada a chama no local certo e foi observado o aumento da
temperatura até a estabilizacdo. A régua do equipamento foi ajustada para a
temperatura de ebulicdo da agua finalizando a parte de calibracédo e iniciando-se a
analise do teor de alcool.

Dando inicio a andlise, o processo acima foi repetido substituindo a agua
destilada por 50 ml da amostra e foi observado os valores da temperatura de ebulicdo.
Por fim, utilizando-se a régua, foi determinada a concentracdo alcodlica a partir da
temperatura de ebulicdo encontrada. A Figura 17 ilustra o equipamento utilizado

juntamente com a régua para determinar o teor de etanol.



Figura 17: Ebulibmetro e régua, utilizados para medicao de etanol.

Fonte: (SANTOS, 2022)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serao explicados os resultados de cada analise deste trabalho.

4.1. VIABILIDADE CELULAR
Utilizando o método de contagem em camara de Neubauer, foi possivel calcular
a viabilidade celular, a partir da equacao 2,.de cada levedura comercial estudada

durante as 8 semanas

4.1.1 Viabilidade S-04

Foram obtidos os valores descritos no gréfico da Figura 18.

Figura 18: Viabilidade da levedura S-04

Viabilidade S-04

5

Semana

Fonte: Autor

De acordo com o grafico, a média ficou em torno de 62,77% e o desvio padrao
9,62%. Pode-se perceber que houve uma grande variacdo no niumero de células vivas
durante o periodo de tempo, resultando em um desvio padrao relativamente alto. Uma
explicacdo para essa oscilagdo pode ser devido a situacdo da levedura S-04 na
armazenagem do laboratério bem como o “envelhecimento” natural das células ao
longo do tempo de uso do pacote aberto. Outra ideia, sdo possiveis erros
experimentais durante o processo.

Vale ressaltar que o pacote de leveduras esteve parcialmente fechado e

mantido sob refrigeragcéo durante as 8 semanas.
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4.1.2 Viabilidade S-33
Foram obtidos os valores descritos no grafico da Figura 19 para a viabilidade

da levedura S-33 durante as 8 semanas.

Figura 19: Viabilidade da levedura S-33
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Fonte: Autor

Para o grafico da Figura 19, notou-se que a oscilagao foi menor em relagcéao a
levedura S-04, com média de 84,37% e desvio padrédo de 2,65% resultando em
valores melhores. Neste caso, a viabilidade celular manteve-se, praticamente,

constante ao longo do periodo estudado.

4.1.3 Comparacéao S-33 e S-04

Diante dos resultados obtidos vistos na Figura 20, a levedura S-33 mostrou-se
mais duradoura, com valores de percentual de células vivas semelhantes durante as
semanas de estudo. Por sua vez, a S-04 apresentou resultados i de percentual de
células vivas em constante decaimento no mesmo periodo. Vale ressaltar que as duas
cepas de leveduras foram estudadas nas mesmas condi¢cdes experimentais. Neste
caso, levando-se em conta o lote de producao da levedura comercial, a S-33 € a mais
indicada para utilizacdo, caso o uso aconteca durante determinado periodo de tempo
elevado. Além disso, a mesma mostrou maior viabilidade desde a primeira semana
com 83% contra 74% da S-04.
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Figura 20: Viabilidade das leveduras S-33 e S-04.
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Fonte: Autor

No trabalho de Santos (2022), foi analisado trés marcas diferentes proveniente
de fermento biolégico comercial para levedura do género Saccharomyces cerevisiae
onde se obteve uma viabilidade para a marca (A) de 71,97%, marca (B) com 80,37%
e marca (C) com 65,55% resultando-se em valores proximos aos das leveduras S-04
e S-33.

4.2. ANALISES DOS PARAMETROS CINETICOS

Semelhante ao estudo da viabilidade celular, foi utilizado o método de
contagem em camara de Neubauer para determinar a concentracdo de células no
intervalo de tempo de 6 em 6h durante 72h totais de fermentacdo para as duas
leveduras estudadas e assim poder comparar a eficiéncia de ambas e qual apresenta
melhores resultados em relagéo a consumo do substrato, liberacdo de CO; e producéo

alcodlica.
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4.2.1 Liberagéo de CO,

Para andlise da liberacdo de CO das duas leveduras estudadas, o método
utilizado consiste apenas em efetuar a leitura do peso durante os intervalos de 6h para
os bal6es contendo 0,5L de meio fermentativo. Para o calculo de liberagdo de COo,
foi subtraido o primeiro ponto do ultimo ponto obtendo-se uma massa equivalente a

liberacdo de gases durante a fermentacao.

Tabela 2: Diferenca entre os pesos do baldo por perda de CO2 durante a fermentacao

Tempo (h) Peso S-33 (9) Peso S-04 (g)
0 800,0 746,2
6 799,8 746,0

12 799,1 745,5
24 794,6 743,2
30 791,1 740,5
48 782,4 734,5
54 780,3 733,4
60 778,8 732,6
72 777,6 731,7
78 776,7 730,8

Fonte: Autor

Tendo em vista que este estudo foi feito em laboratério, alguns pontos nao
foram considerados, pois ndo teve como efetuar a retirada das amostras as 2h da
manha. Devido também a um erro na logistica, o ponto 36h nédo foi obtido.

Para a levedura S-33, obteve-se uma liberacdo de 23,3g de gases,
destacando-se o CO.. No entanto, para a S-04 foi de 15,4g. S&o valores interessantes,
tendo em vista que a quantidade de CO: liberada pode variar dependendo de varios
fatores, como o tipo de levedura utilizada, a temperatura, o teor de aglcar e a

guantidade de oxigénio disponivel. Logo, ndo é a quantidade de CO: liberada que
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determina a qualidade da fermentacdo alcodlica, mas sim a eficiéncia da

transformacgéo dos acucares em alcool e a qualidade do produto final.

4.2.2 Anélise do crescimento celular

Para determinar a concentracéo de células vivas em N° células.mm 3, deve-se
considerar o volume da camara de Neubauer. O volume é calculado multiplicando a
area da secdo transversal da camara (area de contagem) pela profundidade da
camara de contagem, entao ficou-se com 0,0025 mm? x 0,1 mm = 0,00025 mm?3 de
volume. Considerando que cada quadrante tem 16 quadriculos menores, como foram
contados 10 quadrados, tem-se 160 quadriculos. Com isso, calcula-se o volume total
de 0,04 mm3. Além disso, o fator de diluicdo da suspenséo de leveduras devera ser

multiplicado pelo nimero de células contadas.

4.2.2.1 Crescimento Celular da S-33

A Tabela 3 indica os valores para a levedura S-33.

Tabela3: Resultados para o crescimento celular da S-33

Tempo Células Células Total (Vivas + [CroTaL](Nocélulas.L
(h) Vivas Mortas Mortas) 110°
0 242 74 316 7,9
6 396 71 467 11,675
12 428 130 558 13,95
24 632 168 800 20
30 687 270 957 23,925
48 891 147 1038 25,95
54 876 150 1026 25,65
60 534 126 660 16,5
72 390 60 450 11,25

Fonte: Autor

De posse dos resultados, foi plotado um gréafico da [Croral](N°células.L110°) x tempo.
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Figura 21: Andlise gréfica da Ciotal de células x tempo para S-33

Variacao da Ctotal de células x tempo

30 50

Tempo (h)

Fonte: Autor

De acordo com a Figura 21, a levedura S-33 apresenta um bom resultado,
porém nado foi possivel visualizar a fase lag graficamente. No entanto, a fase
exponencial, fase estacionaria e morte celular foi possivel identificar.
4.2.2.2 Crescimento Celular da S-04

A Tabela 4 o indica os valores para a levedura S-04.

Tabela 4: Resultados para o crescimento celular da S-04

Tempo (h) Células Vivas Células Mortas Total (Vivas + Mortas) [CTOTAL](N°células.L)10°

0 142 57 199 4,975
6 178 60 238 5,95
12 346 104 450 11,25

24 386 330 716 17,9
30 324 516 840 21
48 108 522 630 15,75
54 90 612 705 17,625

Fonte: Autor

Para a levedura S-04, em 60h de fermentacdo sO havia células mortas. De

posse dos resultados, foi plotado um grafico da [CTOTAL](N°células.L™110°) x tempo.
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Figura 22: Andlise gréfica da Ciotal de células x tempo para S-04

Variacdao da Ctotal de células x tempo

Ctotal](N2células.L-1x10°9

Fonte: Autor
De acordo com a Figura 22, foi observado que a fermentacdo encerrou antes
das 60h, onde as células se encontravam mortas. O ultimo ponto do grafico ndo condiz
com a fermentac&o em si, visto que ja compreendia o periodo de morte celular. Uma
possivel explicacao para esse erro seria 0 modo de como foi retirada a amostra ou até
mesmo um erro na contagem. Por fim, foi possivel visualizar a fase lag, exponencial

e morte celular graficamente. Apenas a fase estacionaria nao foi possivel determinar.

4.2.2.3 Comparacao entre S-33 e S-04

A partir da Figura 23, pode-se comparar as fermentacdes das duas leveduras.

Figura 23: Comparacéo entre as leveduras S-33 e S-04
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Fonte: Autor

Observa-se pela Figura 23 que as leveduras cresceram inicialmente de forma

semelhante até as 24 horas de fermentacdo. Porém, a levedura S-33 obteve uma fase
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linear de crescimento mais extensa, atingindo valores maiores de concentracdo de

células do que a S-04.

4.2.3 Analise da concentracdo de glicose

Para a determinacdo da concentracédo de glicose, foi utilizado o método DNSA.
Tem-se a relacdo entre a absorbancia obtida pelo equipamento espectrofotbmetro e
a concentracdo de glicose em g.L? através da equacéo abaixo:

y = 0,2983x — 0,027 (4)
Onde:
Y: Absorbancia; X: Concentragédo da glicose (g.L™Y);
De posse dos resultados obtidos de absorbancia, foi calculada a concentracao

da glicose de ambas leveduras como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Resultados para concentracdo da glicose de ambas leveduras

Tempo Concentracao da glicose para S-  Concentracéo da glicose para S-

(h) 33 (g.LY 04 (g.LY)
0 90,1 86,15
6 67,38 77,1
12 61,68 70

24 7 46,09

30 4,2 44,41

48 2,78 38,38

54 2,6 35,86

60 - -

72 - 35,03

78 - 33,94

Fonte: Autor
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De acordo com a Tabela 5, alguns valores ndo foram informados devido ao

acucar ter sido consumido por completo.

Diante do exposto, foi possivel plotar o grafico do consumo de substrato. A
Figura 24 mostra que a levedura S-33 obteve uma atenuacdo mais rapida do que a S-
04. Por volta de 24h de fermentacdo, as medi¢coes da S-33 estabilizaram, sendo a
ultima medicéao feita com 54h de fermentacdo marcando 2,6 g.L. A fermentacdo com
levedura S-04, porém, s6 atenuou com aproximadamente 30h de fermentacéo, 6h a
mais do que com a outra levedura, mas mantendo a mesma oscilagdo. Porém, os
nameros da concentracao para S-33 cairam drasticamente, diferente da S-04 que
manteve um padrdo em torno de 34 g.L* de glicose residual. Em termos de tempo, a
levedura S-33 foi mais eficiente do que a S-04, apresentando um tempo de atenuacao
consideravelmente reduzido.

Figura 24: Comparacdo entre as leveduras S-33 e S-04 em relagdo ao consumo de substrato

Consumo de Substrato X Tempo
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Fonte: Autor

4.2.4 Andlise da producéao de etanol

Para esta analise, foi utilizado o método de ebuliometria. Onde os valores foram
dados em° GL. O grau GL é a fracdo em volume, ou seja, °Gay Lussac (°GL= %V:/V-
Volume dado em ml). Na Tabela 6, estdo os valores experimentais das duas leveduras
estudadas.
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De acordo com Antdnio (2000), uma cerveja contém 60 ml de &lcool para 1 litro,
ou seja, para 100 ml tem-se 6 ml de &lcool. A levedura que mais se aproximou deste
valor foi a S-33 chegando em 5.9 ml.100ml! de solucdo. Alguns valores nédo foram
informados pois esta incoerente com o experimento. A Tabela 6 e a Figura 28

apresentam os resultados da variacdo de etanol durante a fermentacéo.

Tabela 6: Resultados para producéo de etanol

Tempo (h) [S-33] (°GL) [S-04] (°GL)
0 0 0
6 1,55 1,65
12 2,55 1,85
24 - 1,95
30 5,05 2,9
48 - -
54 5,35 3,25
60 5,75 3,6
72 5,9 3,75
78 5,9 3,75

Fonte: Autor

Figura 25: Comparacéo entre as leveduras S-33 e S-04 em relagdo a producéo de etanol
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De posse dos valores obtidos, foi possivel calcular a eficiéncia do processo
para cada uma das duas leveduras estudadas.

De acordo com a reacgéo teérica, 180,15 g.L* de glicose formam 92,14 g.L'de
etanol. Com eficiéncia tedrica de 51,14 %. Como a concentracao de glicose foi de 100
g.L, tem-se que a maior concentracdo de etanol possivel sera de 51,14 g.L*. A partir
dai, para transformar de volume para massa, multiplicou-se a densidade do etanol
(0,789 g.LY) com o volume.

Logo, para a levedura S-33, teve-se um maximo de 5,9 °GL que equivale a 5,9
ml.100ml* de solugdo. Transformando para concentragdo massica, ficou-se com
46,551 g.Lt. Com isso, obteve-se uma eficiéncia de 91,02 % para S-33.
Analogamente para S-04, teve-se um maximo de 3,75 °GL que equivale a 3,75
ml.100ml* de solugédo com concentracdo massica de 29,58 g.L'e eficiéncia de 57,85
%.

E de se esperar que a levedura S-33 obtivesse melhores resultados de
producédo de etanol, pois teve um melhor crescimento celular e um consumo de

substrato mais rapido e eficiente, deixando pouco agucar residual.

4.3 CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS PARA CADA FERMENTACAO

Com base nos valores encontrados para concentracao total de células das
duas fermentacdes, foi possivel encontrar a velocidade especifica maxima de
crescimento celular (px) € o tempo de geragéo (tg) que € 0 tempo necessario para
dobrar o valor da concentracdo celular. A seguir, tem-se as equacdes para encontrar
os valores em questao.

e = Q@) (5)
Desenvolvendo por integragéo, ficou-se com:
Inx = Inxy + pu, (t — t;) (6)
Para encontrar o valor de uy, € necessario calcular ponto a ponto no intuito de achar
0 maior valor.
Para a levedura S-33, foi obtido um yu, s_33 = 0,0829 h™*,
Analogamente para S-04, foi obtido um yu, s, = 0,066 h™1. A partir da equacgéo 6 tem-

se que o tempo de geragao (tg).
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0,693
Ux

(7)

Substituindo os valores da velocidade especifica maxima:
tg,S—33 = 8,35 h

tg’5_04_ = 10,5 h

Os fatores de conversao Yxs, Yris € Ypix também foram calculados. Yxs: conversdo
do substrato em biomassa, Yrp/s: conversédo do substrato em produto, Yp/x: conversao
de biomassa em produto. A seguir, tem-se as expressoes utilizadas para determinar
esses fatores (AQUARONE et al., 2001).

Xp—X;

Y)Ec B Si=Sr (8)
_ _Pr
Yg B Si_Sf (9)
_ _Pr
Y; = X, (10)
Tabela7: Fatores de conversao
Levedura Yxis Ypis Ypix
S-33 0,0101 0,0674 6,6478
S-04 0,0121 0,0714 5,9288

Fonte: Autor
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5 CONCLUSAO

Durante o periodo de 8 semanas, apenas a levedura S-33 mostrou-se com boa
viabilidade celular, tendo em vista que a quantidade de células vivas variou muito
pouco, o que nao foi o caso da S-04, onde na Ultima semana apenas 46% das células
estavam vivas. Uma possivel explicacdo para o fato seria a baixa qualidade
possivelmente do lote dessa levedura.

Na andlise cinética, as duas leveduras mostraram-se eficientes para fins
fermentativos a medida que mostraram bom crescimento celular e rapido consumo de
substrato. Porém, em termos de processo, a levedura S-33 se mostrou mais eficiente
do que a S-04, pois apresentou um elevado crescimento celular e um consumo de
substrato mais rapido. Para producao de etanol, a levedura S-33 foi a que mais se
aproximou da porcentagem padrao de alcool na cerveja com 5,9 ml de etanol/100ml
de solucéo.

Logo, a levedura S-33 se mostrou completa em todos os parametros
analisados, tornando-se a mais eficaz em termos de producdo de etanol e maior
velocidade de consumo de substrato, o que conclui que a espécie Saccharomyces

cerevisiae € excelente para fermentacéo alcodlica.
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