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RESUMO

A viabilidade celular € um dos parametros fundamentais na andlise do potencial de
uma levedura, no que diz respeito a sua capacidade de gerar produtos de interesse
em um processo fermentativo, como é o caso na producdo de cerveja, paes, entre
outros. Assim, essa avaliacdo, quando atrelada aos fatores de converséo, traz consigo
0 numero de células, teor de etanol e substrato no inicio e fim do processo
fermentativo. Nesse estudo, foram realizadas contagens semanais de células viaveis
de 3 marcas comerciais de fermento biolégico em camara de Neubauer, durante 8
semanas, apdés aberto o pacote de células liofilizadas. As marcas de fermento
biologico, denominadas de X, Y e Z, contendo a levedura Saccharomyces cerevisiae,
foram avaliadas quanto ao consumo de glicose, aplicando-se o método de agucares
redutores com o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). No que se refere a
producé@o de etanol, este foi avaliado pelo método da ebuliometria. O consumo de
glicose e a producdo de etanol foram avaliadas apos um periodo de 48h de
fermentacdo. Os rendimentos de etanol (g.g') das 3 marcas foram, respectivamente:
Rx = 82,15, Ry = 84,46 e R; = 82,15. As marcas X e Y apresentaram valores de
viabilidade celular proximos aos relatados na literatura, sendo 75,85% e 58,68%,
respectivamente. Entretanto, a marca Z apresentou um valor médio de 26,88%, muito
abaixo da viabilidade relatada em trabalhos similares. No entanto quanto a producéo
de etanol e crescimento celular, a marca Z equiparou-se as outras duas marcas.

Palavras-chave: Etanol, Levedura Comercial, Saccharomyces cerevisiae,

Viabilidade celular.



ABSTRACT

Cell viability is one of the fundamental parameters in the analysis of the potential of a
yeast regarding its ability to generate products of interest in a fermentation process, as
in the case of beer and bread production, among others. Thus, this evaluation, when
coupled with conversion factors, provides information on the number of cells, ethanol
content, and substrate at the beginning and end of the fermentation process. In this
study, weekly counts of viable cells were performed on three commercial brands of
biological yeast in a Neubauer chamber for 8 weeks after opening the package of
lyophilized cells. The biological yeast brands, named X, Y, and Z, containing
Saccharomyces cerevisiae yeast, were evaluated for glucose consumption using the
reducing sugars method with the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) reagent. As for ethanol
production, it was evaluated by the ebulliometry method. Glucose consumption and
ethanol production were evaluated after a fermentation period of 48 hours. The ethanol
yields (g/g) of the three brands were, respectively, RX = 82.15, Ry = 84.46, and Rz =
82.15. Brands X and Y had cell viability values close to those reported in the literature,
at 75.85% and 58.68%, respectively. However, brand Z had an average viability value
of 26.88%, much lower than that reported in similar studies. However, regarding
ethanol production and cell growth, brand Z was comparable to the other two brands.

Keywords: Ethanol, Commercial Yeast, Saccharomyces cerevisiae, Cell viability.
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1 INTRODUCAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido certamente o micro-organismo
mais utilizado pela humanidade no decurso da histéria, devido a sua elevada
capacidade fermentativa, possibilitando a fabricacdo de pées, vinhos, cervejas e,
recentemente, alcool para combustivel. Seu nome cientifico foi estabelecido pelos
vocabulos Saccharo (agucar), myces (fungo) e cerevisiae (cerveja), evidenciando ser
uma espécie do reino Fungi, que consome substratos como glicose e sacarose,
produzindo diéxido de carbono e etanol, sendo este um dos principais componentes
da cerveja e do vinho (SUAREZ-MACHIN et al., 2016).

O processo fermentativo é descrito de forma simplificada a seguir:

Hexose + Levedura = Etanol + CO2 + Levedura + AH

As hexoses consistem em monossacarideos de férmula molecular CeH120s,
utilizados para a producdo de energia e crescimento celular e possuem como
principais exemplos a glicose e a galactose.

As leveduras sdo seres anaerobios facultativos, isto é, conseguem sobreviver
e desenvolver-se na caréncia ou na disponibilidade de oxigénio. Quando o meio
dispde abundantemente de oxigénio e ha, simultaneamente, baixa concentracédo de
substrato, a producdo de etanol torna-se baixissima e a levedura segue a etapa de
fosforilagcdo oxidativa. Entretanto, a auséncia de oxigénio, denominada anaerobiose,
atrelada & uma alta concentracdo de glicose, permite que o etanol seja o principal
produto obtido (NELSON; COX, 2014).

Historicamente, a producdo de péo e a utilizacdo de fermento estédo entre os
meios de producdo de alimentos que remontam as origens mais remotas da
humanidade, reservada, entretanto, a descoberta de seus mecanismos
microbioldgicos, a avangos recentes na ciéncia e na tecnologia. Apesar da existéncia
remota de fabricacdo artesanal de alimentos provenientes de processos
fermentativos, somente com os estudos de Louis Pasteur, no século XIX, foi possivel
adquirir o conhecimento necessario sobre 0s micro-organismos, em especial as
leveduras, das quais se destaca a Saccharomyces cerevisiae, possibilitando uma
posterior otimizagdo nos processos fermentativos e ampla aplicagao industrial. A

maior compreensdo acerca dos mecanismos de respiracdo anaeroObia, as varias
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etapas da glicolise e os subprodutos da fermentagdo tém impactado a ciéncia, a
sociedade e o meio-ambiente (LAHUE et al., 2020).

No contexto alimenticio, as leveduras trazem consigo fatores essenciais para
sua utilizacdo como complemento nutricional, sobretudo por serem fontes de
nutrientes assimiladas depressa pelo organismo e possuindo alto valor biolégico. Além
disso, o etanol obtido no processo fermentativo possui alto valor como fonte renovavel
de energia, sendo um combustivel sustentavel, menos poluente do que os
combustiveis fosseis, atingindo positivamente trés esferas fundamentais de uma
nacgdo: social, econdmica e ambiental. Nesse contexto, ha uma reducdo de até 90%
na emissdo de dioxido de carbono, quando do uso de etanol brasileiro ao invés da
gasolina comum, 0 que realga a importancia deste produto no combate ao
aguecimento global (ROSSETO, 2017).

Na andlise fermentativa etandlica, um dos parametros fundamentais para a
estimativa de células viaveis, é a medicao de tolerancia da levedura ao etanol formado
no processo fermentativo, levando em consideracdo a eficiéncia de producdo de
etanol a nivel industrial. Além disso, a presenca de diversos componentes, como
alcoois superiores, acidos graxos e seus ésteres, ainda que a baixas concentracdes,
juntamente com o etanol, agem conjuntamente intoxicando a célula da levedura,
proporcionando sua morte e, consequentemente, reduzindo a viabilidade celular como
um todo. Por essa razao, diversos séo os parametros a serem controlados de modo a
obter-se um nimero otimizado de células viaveis (SUAREZ-MACHIN et al., 2016).

Dado o sucesso dos fermentos biolégicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2000) ocupou-se por definir o fermento biolégico industrial como
uma selecdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae obtida através de processo
industrial. Dessa forma, o termo abrange e abre espaco para uma ampla variedade
de fermentos que tém sido inseridos no mercado, incluindo aqueles direcionados a
tradicional panificacao.

A industria de alimentos fermentados vem ampliando bastante sua gama de
atuacdao, incluindo entre seus produtos alimentos de panificacdo, bebidas, laticinios,
soja, peixe e café. Sendo a etapa critica de producdo, a fermentagéo sofre influéncia
de fatores internos (por exemplo, a natureza e a concentragéo do substrato e insumos)
e externos, como umidade e temperatura. Nesse sentido, diversos métodos tém sido

adotados para monitorar e otimizar o progresso da fermentacdo, tomando como
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parametros potencial REDOX, pH, acidez, crescimento de biomassa, consumo de
acucares fermentaveis e CO: produzido (COZMUTA et al., 2022).

No Brasil, a matéria-prima principal utilizada para produzir o etanol € a cana-
de-acucar, da qual se extrai o caldo, o qual é submetido a um tratamento fisico-
guimico de clareamento e ajuste de pH, sendo transportado em seguida para as
dornas de fermentacdo. Nelas, sdo adicionadas as leveduras Saccharomyces
cerevisiae que sao responsaveis por realizar a fermentacdo (MUELLER et al., 2022).

Diversas condigbes presentes no meio fermentativo geram um ambiente
desagradéavel as leveduras, como bruscas variacfes de pH, elevadas temperaturas e
pressdo osmoética, bem como acentuado teor alcodlico. Entretanto, esses fatores
forcam a adaptacdo dos micro-organismos visando um o6timo rendimento final de
etanol (MARTINS et al., 2017).

A levedura liofilizada € uma forma desidratada e estabilizada de levedura, que
é utilizada em diversos setores da industria, como a industria alimenticia e de bebidas,
os ramos farmacéuticos, bem como na pesquisa cientifica. A levedura liofilizada
possui como principais vantagens a capacidade de armazenamento prolongado, que
pode ser de até dois anos, sem que ocorra perda significativa de viabilidade ou de
gualidade do produto. Ela é geralmente fornecida em forma de p6, e por ser facilmente
soluvel em agua, a levedura é rapidamente reidratada e utilizada em processos de
fermentacdo. Além disso, ela dispbfe de uma maior resisténcia a variacbes de
temperatura e pressao, o que a torna uma opc¢ao ideal para ambientes com condi¢des
de armazenamento e transporte desfavoraveis (STRELLO; NICOLINI; REINEHR,
2018).

1.1 OBJETIVO GERAL
Essa pesquisa tem como objetivo geral mensurar a viabilidade da levedura
Saccharomyces cerevisiae em 3 marcas comerciais, bem como sua producdo de

etanol.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar contagens semanais de cada uma das leveduras.
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Prover meio de cultura apropriado para o crescimento e desenvolvimento das
espécies analisadas.

Acompanhar e quantificar o crescimento das leveduras.

Quantificar o consumo de glicose.

Quantificar a producao etandlica das trés linhagens comerciais.

Avaliar o rendimento da producao de etanol.

Calcular os fatores de converséao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste topico, sdo tratados temas referentes a espécie Saccharomyces
cerevisiae, suas principais aplicacbes, aspectos alimenticios e econdmicos
associados; meios de cultura, fermentacdo e a fundamentacdo tedrica necessaria

para um excelente entendimento da pesquisa.

2.1 HISTORICO

Os primeiros relatos da producao de bebidas fermentadas advém de registros
arqueoldgicos da China datados de 7 mil anos a.C., onde se preservava o fermentado
em vasos de bronze das dinastias Shang e Zhou Ocidental. Em outro contexto
geografico, ha o Ird com indicios de producao de bebidas fermentadas datadas de 6
mil anos a.C. Este fato foi evidenciado na descoberta de vasos de argila destinados
ao preparo e ao armazenamento de vinho, dentre eles alguns vasos encontrados em
construcbes na regido de Hajji Firuz Tepe com idade de 5400 a 5000 a.C
(McGOVERN, 2003). Enquanto isso, as primeiras producdes de pao fermentado
datam do intervalo entre 4000 até 2600 anos a.C. no Egito antigo, diferentemente do

pao asmo, produzido a partir de trigo e frutas.

2.2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Dentre as leveduras mais estudadas no mundo, destacam-se as espécies:
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis e Candida utilis, todas
consideradas GRAS, do inglés, Generally Recognized As Safe, ou seja, consideradas
seguras para 0 consumo humano. Dentre elas, destaca-se a S. cerevisiae, cuja
composi¢do bioguimica é apresentada na Tabela 1. Ela obtém energia via processos
fermentativos e pode ser facilmente isolada de plantas e solo, bem como do trato
gastrointestinal e genital humano. E um produto do processo de produc&o de alcool,
fonte valiosa de vitaminas para animais. Por sua vez, evidencia-se que, na formulagéo
de racdo para aves e suinos, emprega-se a recuperac¢ao de leveduras da fermentacao
alcodlica, pois é um componente rico em proteinas. A Saccharomyces cerevisiae é

utilizada na nutricdo de ruminantes como aditivo probiético beneficiando a digestao
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animal, producdo de leite, estabilizacdo de pH, dentre outros parametros ruminais
(NOSCHANG; SCHMDIT; BRAUNER 2019).

O uso da Saccharomyces cerevisiae difunde-se nas industrias de manufatura
de cerveja, vinhos e &lcool. A levedura inativada pela temperatura € usada como fonte
de nutrientes em alimentos animais e humanos, tanto em forma de levedura integra,
bem como a partir de seus derivados (SUAREZ-MACHIN et al., 2016).

Tabela 1 — Composicao da levedura Saccharomyces cerevisiae

Componentes
(%)
Polissacarideos 29,71 34,1 36 34,1
Trealose NR 5 NR NR
Acidos Nucleicos 10,65* 10,8 7,41* 9,00*
e nucleotideos
Fosfolipideos 1,18 4,5 2,63 0,5
Triglicerideos NR 2,5 NR NR
Esterdis NR 1 NR NR
Cinza 8,32 31 7,34 4,60
Proteina 40,20 39 44,7 42,67

Fonte: Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA), 2016

2.3 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo alcodlica e a Saccharomyces cerevisiae sdo praticamente
sinbnimos, uma vez que esta protagoniza a producao industrial de etanol, destacando-
se entre diversas leveduras que sintetizam etanol ao fermentar acucar
anaerobicamente. A S. cerevisiae realiza a quebra da hexose, processo denominado
de glicolise, para catabolizar agucares atingindo a etapa de formacéo do acido piravico
(SANTOS et al., 2018):

De forma resumida, tem-se:
CsH1206 —> 2CH3COCOOH + NADH:2 (1)

Glicose  Acido pirtivico
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Em seguida, este é convertido pela enzima piruvato descarboxilase em

acetaldeido e di6xido de carbono:
2CH3COCOOH &= 2C0O2 + 2CHsCHO (2)

Acido pirtvico Acetaldeido

sendo, ao final, reduzido a etanol pela alcool desidrogenase (ADH) e liberando
NAD™:
2CH3CHO + 2NADH2 = 2CH3CH20H + 2NAD (3)

Etanol

Sendo assim, sao criticas as reacdes da etapa terminal que levam ao etanol,
estabelecendo a base para as principais industrias de fermentacdo (PARAPOULI et
al., 2020).

A primeira etapa do processo de obtencdo de energia das leveduras é
denominada de glicdlise, isto €, a degradacdo da glicose com a formacéao final de
trifosfato de adenosina (ATP), molécula de energia. A glicélise possui essencialmente
as chamadas fases preparatéria e a de pagamento. Na primeira, a glicose é convertida
em frutose 1,6-bifosfato, que por sua vez, € quebrada em duas moléculas de
gliceraldeido 3-fosfato, adentrando a fase de pagamento e iniciando diversas reacoes
de fosforilacdo e oxidacdo. Assim, é incorporado um grupo fosfato a esta molécula,
dando origem ao 1,3-fosfoglicerato. Nessas diversas etapas, os dois grupos fosfatos
presentes em cada uma das duas moléculas sédo transferidos para os 4 ADP
produzidos pelas reacdes, formando 4 ATP, resultando em um saldo liquido
energético de 2 ATP, considerado o consumo de 2 ATP na fase preparatéria
(NELSON; COX, 2014). Ao término dessa etapa, sdo obtidas 2 moléculas de piruvato,
gue, a depender do micro-organismo, formard diferentes produtos, caracteristicos da

fermentacdo como alcodlica (Figura 1), acética ou latica.
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Figura 1 — Converséo do piruvato em etanol

O CO, NADH + H™
xS I N
C PP, 0 H NAD" OH
| Mg?” N S |
R A
[_"}]_—_[:3 descarboxilase U]_—]_:3 desidrogenass (_]Hj
Piruvato Acetaldeido Etanol

Fonte: NELSON, COX (2014)

A descarboxilizacdo do piruvato € catalisada irreversivelmente gragas a enzima
piruvato-descarboxilase, a qual é encontrada em leveduras e outros micro-organismos

gue realizam fermentacao alcoolica.

2.4 CONDICOES FAVORAVEIS A FERMENTACAO

Relativamente aos parametros desejados para que uma boa fermentacao
ocorra, tem-se necessaria uma alta atividade de agua, que no caso da S. cerevisiae,
possui um valor médio de 65%. A agua € intrinsecamente fundamental para a
fermentacdo e os meios com elevada quantidade de aclUcar podem impor estresse
osmotico nas células, prejudicando o mecanismo interno da fisiologia celular. Quanto
as condices ideais de temperatura e pH para fermentacdes alcodlicas, as leveduras
prosperam em ambientes levemente 4cidos, com a maioria das cepas de S. cerevisiae
crescendo bem em intervalos de 20 e 30°C e pH 4,5 e 6,5 (WALKER; STEWART,
2016).

Alguns fatores essenciais a serem levados em consideragdo de modo a
otimizar uma fermentacéo alcodlica foram citados por Yan Lin et al (2012):

e Pressdo osmatica: a nutricdo da levedura é um processo puramente osmotico,
sendo importante evitar meios hipertdnicos ou hipotonicos para prevenir
plasmoptise e plasmdlise, fenbmenos de elevado ganho e perda de agua,
respectivamente, onde o estresse osmaotico pode reduzir o volume da célula,
afetando também a velocidade de fermentacéo, bem como a viabilidade celular.

e Temperatura: temperaturas elevadas causam diminui¢cdo da biomassa, devido

areducao do teor de proteinas, RNA, DNA e aminoécidos livres, induzindo uma
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rigidez da membrana celular. Por outro lado, temperaturas muito baixas
causam um estado de laténcia na célula, interrompendo seu desenvolvimento.
pH: o pH ideal em que esses micro-organismos melhor se desenvolvem se
encontra num patamar levemente acido de 4 a 5. As leveduras tém a vantagem
de suportar meios mais acidos do que outros micro-organismos, 0 que se
aproveita para que sejam utilizadas em processos de plantas industriais,
garantindo um ambiente controlado de bactérias que possam competir pelo
substrato.

Alcool: O efeito do etanol na célula é uma combinacdo de inibicdo de
crescimento e diminuicdo da viabilidade, podendo atuar como inibidor de
fermentacdo a partir de 8%. Assim, o rendimento final serd uma variavel em
termos de eficiéncia da fermentacao, tolerancia ao etanol e a temperatura, bem
como a altas concentracGes de acucares, e presenca de micro-organismos
invasores. Esse ultimo fator € critico, visto que bactérias consumidoras do
substrato podem competir com as leveduras, duplicando-se e inibindo o
crescimento destas ao produzir acido latico, fenbmeno denominado de

floculacdo, afetando drasticamente a viabilidade e a producéo de etanol.
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2.5 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE LEVEDURAS

A viabilidade celular € uma medida da proporcédo de células vivas em uma
cultura celular ou em uma amostra biologica. Esse valor € importante para avaliar a
gualidade e a integridade das células e para determinar se as condi¢cbes de cultivo
sdo adequadas. O calculo da viabilidade celular depende do método usado para
determinar a propor¢cdo de células vivas e mortas. Nesse estudo, sera utilizada a
contagem de células vivas e mortas por coloracdo em camara de Neubauer: esse
método utiliza corantes que se ligam a células mortas, tornando-as visiveis sob um
microscopio. A contagem de células mortas e vivas pode ser usada para calcular a
viabilidade celular. Nesse caso, se a contagem de células vivas e mortas for usada, a
viabilidade celular é calculada pela divisdo do numero de células vivas pelo numero
total de células (vivas e mortas) multiplicado por 100%.

Também conhecido como hemocitdmetro, a camara de Neubauer consiste em
uma lamina de microscopia, em cujo centro ha diversas linhas perpendiculares
divisoras de quadrantes, onde é possivel realizar aumentos oculares, de modo a
melhor observar os micro-organismos na amostra diluida no meio. Essa diluicdo é
realizada de modo a reduzir o elevado nimero de células que aparecem no
microscopio, inviabilizando assim a leitura. Assim, aplica-se geralmente azul de
metileno com citrato na amostra, de modo que as células inviaveis sejam coradas e

as viaveis permanecam incolores.

Figura 2 — Camara de Neubauer e seus quadrantes
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Fonte: (LUCARINI; SILVA; BIANCHI, 2004)
A contagem é realizada pelos quadrantes centrais, comecando pelo quadrante

esquerdo superior, seguindo diagonalmente até o 5° quadrante, diametralmente
oposto ao primeiro. Deve-se contabilizar as leveduras vivas e mortas em cada
guadrante. Concluida a contagem para os 5 primeiros, inicia-se pelo quadrante

superior direito, seguindo até o inferior esquerdo.

Figura 3 — Microscépio com a cdmara de Neubauer acoplada

Fonte: Autor
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2.6 TESTE DE ACUCARES REDUTORES

Um dos parametros de interesse ao término da fermentacao € a concentracao
de acucar residual no meio, ou seja, a quantidade ndo consumida pelo micro-
organismo, fator importante na avaliagdo do potencial da levedura em utilizar a fonte

de energia para seu crescimento e producédo de etanol.

O método para se determinar a concentracdo de glicose inicial e final utiliza o
equipamento de espectroscopia UV-Vis, o qual, através da interacéo entre radiacédo
eletromagnética, matéria e energia, permite o levantamento de dados sobre a
amostra. A porc¢ao visivel do espectro eletromagnético se encontra entre 380 nm < A

< 780nm, como ilustra a Figura 4:
Figura 4 — Espectro eletromagnético

Espectro visivel
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Fonte: Adobe Stock (2022)

O sistema do equipamento € ilustrado de forma simplificada na Figura 5, a qual
apresenta inicialmente a fonte policroméatica de luminosidade, seguida do

monocromador, o qual é responsavel por selecionar o comprimento de onda incidente
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na amostra. Uma vez que a amostra absorve parte da radiagéo, a luz residual alcanca
0 detector e este, por sua vez, gera um sinal elétrico que é identificado pelo software

no computador e traduz o resultado para o analista.

Figura 5 — Funcionamento simplificado de um espectrofotdmetro UV-Vis

Fonte: Autor

A ordem dos componentes do sistema é dada da seguinte forma: fonte de luz,
monocromador, amostra contendo o analito, detector e o processador de sinal elétrico.

Esse resultado pode ser apresentado em termos de transmitancia (T), uma
porcentagem que consiste na razao entre a luz residual (P) e a luz incidente (Po), de
modo que:

P
T=100—
Po

Como artificio matematico, define-se a grandeza “absorbancia” da seguinte

forma:
Abs = -log(T)

A absorbancia conecta-se diretamente a concentracdo do analito (C), e essa
relacdo € conhecida como lei de Lambert-Beer. Levando em consideragdo a
absortividade do analito (a), o caminho oOptico da cubeta que contém a amostra (b),

tem-se:
Abs = abC

Assim, relacionando graficamente absorbancia e concentracdo da solucéo-
padrao utilizada, € possivel obter uma curva de calibracdo, ou uma equacéao de reta
por regressdo. Feito isso, os valores de absorbéncia das amostras gerados pelo
espectrometro UV-Vis sado utilizados nessa equacdo de modo a determinar suas

concentracdes correspondentes.
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Como padrdo-primario, é utilizado o reagente Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA
ou DNS), ilustrado na Figura 6, o qual consiste em um composto colorimétrico
amarelado que, ao reagir com a glicose em banho-maria a 100°C, é convertido em
Acido 3-amino-5-nitrosalicilico, de cor alaranjada, absorvendo em um comprimento de
onda de 540nm.

A mudanca de coloracéo se explica pela troca do grupo cromaoforo nitro pelo

auxocromo amino, alterando a intensidade e o comprimento de onda de absorcéo.

Figura 6 — Reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA)

Fonte: Autor

A reacdo entre o DNS e o acgUcar €, por sua vez, representada logo a seguir,

evidenciando a alternancia dos grupos funcionais que causam o efeito colorimétrico.
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Figura 7 — Reacao simplificada do DNS

OH OH
HOOC NO HOOC NH,
+ reducing sugar —»

NO NO

2 2
3,5-dinitrosalicylic acid(DNS) 3-amino-5-nitro salicylic acid

Fonte: Igem Kyoto (2011)
2.7 EBULIOMETRIA

O método da ebuliometria consiste em medir a reducdo do ponto de ebulicéo,
gue ocorre quando se encontra presente o etanol em bebidas alcoodlicas. O principio

gue norteia esse método se fundamenta na Lei de Raoult:

P = hx1
Sendo
P: a presséo de vapor da solucgéo;
h: uma constante de proporcionalidade e
x1: a fragdo molar do solvente.

Em outras palavras, ha uma relagdo de proporcionalidade direta entre a
pressdo de vapor do etanol na agua e sua concentracao.

A visualizacdo dessa relacdo se concretiza no grafico da Figura 8,
correlacionando a composicao do sistema agua-etanol com a temperatura de ebulicéo
em K, a pressao atmosférica. A curva inferior ilustra a temperatura de ebulicdo das
misturas entre dgua e etanol a pressdo constante, enquanto a curva superior
representa o equilibrio liquido-vapor existente. E esperado que a fase vapor contenha
mais etanol do que a fase liquida, uma vez que o etanol é mais volatil que a agua,
exercendo assim uma maior pressao do que aquela. Assim, quanto mais elevada a
porcdo de vapor que é perdida no sistema, como este se encontra em equilibrio, maior

também sera a quantia de etanol liquido a migrar para a fase vapor, visando
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compensar a Ultima perda. Consequentemente, ha uma elevacdo no ponto de

ebulicdo da fase liquida.

374
372
370
368
166
364

.*_3 362
360
158
356
154
352
350

Figura 8 — Diagrama de equilibrio liquido-vapor para a mistura etanol-agua

Equilibrio liquido-vapor
Mistura de etanol e agua

JR\ P=101.325 kPa
. -

- ‘\.\ ' - Ponto

e 3 : ‘azeotrdpico

Bhcs SO fa l

M_H,,?

0 0.1 0.2 0.3 0= 0.5 08 0.7 0.8 0.9 1
Agua Fragdo molar de etanol (mol/mol) Etanol
Pura Puro

Fonte: Dortmund Data Bank (2022)

2.8 FATORES DE CONVERSAO DA FERMENTACAO

A analise de um processo fermentativo integra o acompanhamento da evolugao

das concentracbes de determinadas variaveis do sistema de cultivo conforme se

estende o tempo de fermentacdo. Os componentes do sistema mais relevantes e,

consequentemente, os mais frequentemente analisados séo:

Biomassa (X);

Produtos do metabolismo (P);

Nutrientes ou substrato (S).

Os valores experimentais dessas variaveis em fungdo do tempo permitem

determinar graficamente suas concentracdes instantdneas a qualquer momento
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desejado. Como esse estudo ndo apresenta um perfil cinético de todo o processo
fermentativo, restringindo-se tdo somente aos valores inicial e final, sera dedicado a
esse tema apenas uma breve sintese.

Os calculos neste topico sdo determinados a partir dos valores obtidos do
substrato, do teor de etanol e do numero estimado de células.
Inicialmente, os valores do numero de células viaveis por mL foram calculados apos
as contagens na camara de Neubauer, considerando suas dimensdes de 0,0025mm?2

x 0,1mm, e seus 10 quadrantes com 16 quadrados cada. Assim:

X (n? células. mm™3) = n? células/(160/4000)

De modo a reescrever o valor em termos de n°® de células por litro, basta
multiplicar por 1 . 108. Assim, assumindo a estimativa de que em cada 1g de levedura,
ha pelo menos 5 x 10° de células (LALLEMAND BREWING, 2023), divide-se por esse
valor para obter a concentracgédo (g.L™) correspondente.

De posse destes dados, valores de substrato inicial e final e o teor de etanol

produzido, € possivel calcular os fatores de converséo por meio das formulas a seguir:

X—-Xo

Y =
XIS So-S
P—Po

Y =
P/X X—Xo
—Po

Y =
P/S So—s

O Yxis € um fator proposto por Monod e corresponde a biomassa celular
produzida mediante o substrato fornecido. Uma vez que a célula é inoculada no meio
de cultura, ela utilizara esses nutrientes disponiveis para desenvolver-se e atingir a
maturidade para duplicar e gerar outras duas células. Esse intervalo € conhecido como
tempo de duplicacéo, a partir do qual se estima o niumero de gera¢cdes formadas.

O Ypix consiste na relagéo entre a quantidade de etanol (P) produzida por
unidade de biomassa celular (X) formada durante o processo de fermentacgao.
Finalmente, o parametro de maior interesse econémico apresentado é o Ypss, a
proporcao entre o substrato concedido as leveduras e o teor de etanol produzido ao
final da fermentacéo. Esse resultado possui intima conexdo com o tépico a seguir: 0

rendimento da fermentacéo.
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2.9 RENDIMENTO DA FERMENTACAO

Entende-se por rendimento da fermentacdo a porcentagem de produto de
interesse econOmico (ou seja, o etanol) que foi obtida efetivamente quando
comparado ao ideal, isto é, estequiometricamente.

Considerando a reacao quimica envolvida na fermentacao:
CsH1206 2 2C2HeO + 2CO2
tem-se a seguinte propor¢ao: Netanol = 2Nglicose
Assim, sdo0 necessarios para esse calculo os valores fornecidos na Tabela

abaixo:

Tabela 2 — Massa molecular dos compostos (g/mol)

Glicose 180,156
Etanol 46,07

Utilizando-se desses valores, a massa de etanol teérica como resultado da

fermentacdo segue a seguinte equagao:

Metanol = 0, 5114mglicose

O rendimento final sera entdo a razao entre a massa de etanol obtida

experimentalmente e a massa de etanol tedrica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONTAGEM NA CAMARA DE NEUBAUER

N&o ha um método absoluto na literatura para a avaliagédo de viabilidade celular.
Dessa forma, a estimativa realizada baseou-se na contagem de quadrantes
previamente enumerados de 1 a 10, como ilustra a Figura 3, sendo o quadrante central
contado duas vezes. O padrao de contagem escolhido foi a consideracdo das
extremidades superior e direita dos quadrantes selecionados, desprezando os lados
inferior e esquerdo. Para isso, foi utilizado um microscépio 6ptico com lente de
aumento de 40x.

O procedimento de contagem nas camaras de Neubauer foi iniciado com a
preparagdo do corante com a composicao de 0.02% de azul de metileno e 2% de
citrato de sodio. Em seguida, foram pesados 0,025g de levedura liofilizada de cada
marca, diluido com &gua destilada em um baldo volumétrico de 50mL,
homogeneizando-se em seguida a solugdo. Dessa suspensdo, foi retirado uma
aliguota de 1mL, e adicionado 1mL de azul de metileno em um tubo de ensaio. Apds
um intervalo de 15 minutos, a mistura foi novamente homogeneizada e inserida, com
0 auxilio de uma pipeta de Pasteur, em uma das camaras de Neubauer, até esta ser
plenamente preenchida, bastando para isso, ndo mais que 1 ou 2 gotas. Realizados
esses procedimentos, foi iniciada a contagem das células viaveis e inviaveis, obtendo,
ao final, a viabilidade celular. Apds a pesagem de cada levedura, as embalagens
foram novamente vedadas e recolhidas a geladeira, a uma temperatura aproximada
de 6°C. Ao término, as camaras foram banhadas em hipoclorito de sodio a 2,5%,
sendo novamente lavadas cuidadosamente para reutilizacao.

A Figura 9 apresenta a balanca analitica empregada em todas as pesagens

dessa pesquisa.



31

Figura 9 — Balanca analitica em repouso na bancada

e

Fonte: Autor

3.2 MEIO DE CULTURA E METODO DE ACUCARES REDUTORES

O meio de cultura foi elaborado pela mistura de cada componente citado na
Tabela 3. Uma vez que o meio foi preparado, distribuiu-se 6 volumes de 80mL para
inoculacdo em duplicata de cada uma das marcas de levedura. Em seguida, foram
pesadas amostras de 0,083g de cada marca de levedura, de modo que a
concentracdo de cada inéculo fosse de 1g de levedura por litro de solugéo, apds a
adicéo esteéril de 3mL de KH2POas. Logo ap6s a inoculagéo, foram realizadas as
contagens para avaliacdo da viabilidade celular, considerando-se 0 momento inicial

to. Posteriormente, repetiu-se a contagem para o tempo final.

Tabela 3 — Composicdo do meio de cultura
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Glicose (CeH1206) 100g
Extrato de levedura 29
Ureia (CH4N20) 19
Fosfato monopotassico (KH2PO4) 1g
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,59
(MgS04.7H20)
Agua (H20) 1L

Inicialmente, os tubos contendo as amostras foram centrifugados, de modo a
garantir que fosse retirado apenas o sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 0,5mL
de cada amostra fermentada em diferentes tubos do tipo Folin Wu reagindo por 5min
a 100°C com 1mL de DNS. Apds o banho-maria, representados na Figura 10, os tubos

de ensaio foram depositados no banho de gelo, de modo a interromper a reacao.
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Figura 10 — Banho-maria

Fonte: Autor

Em seguida, foi adicionada agua destilada até a marca de 12,5mL dos tubos e
todas as amostras foram avaliadas no espectrofotdmetro com o auxilio de cubetas,
sendo previamente conhecida a curva do padrdo primario DNS. Como ndo houve
necessidade de diluicdo nas amostras finais, o valor de concentragdo obtido na
relacao linear foi efetivamente o de agucar residual. As amostras foram fotografadas

logo antes de serem dirigidas ao espectrofotdmetro (Figura 11).
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Figura 11 — Amostras da fermentacéo apés reagir com o DNS

Fonte: Autor

Segue abaixo a equacéo do DNSA:
y = 0,2983x — 0,027, cujo coeficiente de determinacdo R? = 0,9992, na qual:

X € a concentracao de glicose em g.L* e y é a absorbancia.
3.3 EBULIOMETRIA
O teor de etanol produzido em determinado momento de uma fermentacao foi

avaliado com o método da ebuliometria, o qual consistiu em medir a temperatura de

ebulicdo da mistura alcodlica, e relaciona-la com a unidade de medida graus Gay-
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Lussac (GL), a partir de uma régua apropriada para essa finalidade, a qual é ilustrada

na Figura 12.

Figura 12 — Régua de conversao de temperatura (°C) em grau Gay-Lussac

Fonte: Autor

Esta régua € responsavel pela relacdo entre a temperatura de ebulicdo da
mistura e o teor de etanol proveniente da fermentacao.
Inicialmente, mediu-se a temperatura de ebulicdo de 50mL de agua destilada,
adicionada ao ebulibmetro, juntamente com um condensador que impede a

evaporacao brusca dos componentes das amostras, conforme mostra a Figura 13.
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Figura 13 — Ebulidmetro com caldeira, lamparina e termémetro

Fonte: Autor

Em seguida, a marca 0° GL foi fixado na temperatura de ebulicdo obtida para
a agua, que se encontra geralmente préximo dos 100°C, mas ndo necessariamente
esse valor exato. Feito isso, adicionou-se no interior do equipamento 50mL da
amostra, acendeu-se a lamparina contendo alcool, a qual foi acesa, fornecendo uma
fonte de calor para que a ebulicdo ocorra. Além disso, foi adicionado ao conjunto um
termdémetro de mercurio, pelo qual se acompanhou visivelmente a estabilizacdo da
temperatura durante 1 ou 2 minutos. Finalmente, o equipamento foi lavado, e repetiu-

se 0 mesmo procedimento para as outras amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VIABILIDADE CELULAR

A contagem de células na camara de Neubauer foi realizada ao longo de 8
semanas, de modo a observar o comportamento e a qualidade das leveduras em um
intervalo de tempo razoavel. Foram avaliadas trés diferentes marcas de fermento
biolégico, denominadas X, Y e Z. Por tratar-se de uma técnica ndo-automatizada, ha
imprecisdes intrinsecas ao método, decorrente da visdo individual do operador, bem
como sua experiéncia na realizacao da tarefa, dentre outras fontes de erros que se
buscou minimizar tanto quanto possivel.

O gréfico da viabilidade da levedura de marca X, apresentado na Figura 14,
ilustra a flutuagé@o da viabilidade celular no decorrer das semanas, trazendo consigo
um desvio padrdo de 2,52. Apesar da consisténcia dos dados, a Tabela 4 revela uma
amplitude razoavel, uma vez que era esperado uma constancia da viabilidade com o
passar do tempo e, consequentemente, valores ligeiramente mais proximos entre si.
Em contrapartida, o desvio padrdo da marca X revela que a levedura X se manteve

com a viabilidade celular estavel ao fim da andlise.

Figura 14 — Grafico da viabilidade celular ao longo das semanas (X)
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Fonte: Autor



Tabela 4 — Valores estatisticos relativos a viabilidade celular
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Marcas Média (%) Desvio Padrao Amplitude
X 75,85 2,52 7,8
Y 58,98 2,75 8,7
z 26,88 2,76 9,3

A pesquisa de Santos (2022) também apresenta viabilidades celulares para 3

leveduras comerciais, denominadas A, B e C. Em sua andlise da marca A, ele obteve

o valor médio de viabilidade de 71,97%, similar & média obtida para a marca X no
presente trabalho.

N&o obstante a marca X apresentar a viabilidade mais elevada, indicando uma

boa qualidade da marca, deve ser analisada em conjunto com o consumo de acucar

e a producdo de etanol para uma avaliacdo mais completa do desempenho dessa
levedura comercial.

A marca Y teve como ponto inicial de sua contagem uma viabilidade

ligeiramente mais elevada em relacdo as semanas seguintes, como mostra a Figura

15.

Figura 15 — Grafico da viabilidade celular ao longo das semanas (Y)
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Fonte: Autor
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E possivel que a levedura de fato tenha apresentado uma boa viabilidade
inicialmente e tenha decaido com o passar do tempo. Para garantir uma melhor
representatividade dos dados, foram realizadas contagens em triplicatas. Dessa
forma, os valores obtidos para essa linha demonstram uma parcela apreciavel de
leveduras inviaveis, cerca de 41% do total. As embalagens de fermento biolégico
foram vedadas apés cada pesagem das amostras semanalmente, sendo devolvidas
a geladeira logo em seguida. A viabilidade celular média da marca Y, 58,98%, é
proxima do valor obtido por Santos (2022) em sua marca C.

Finalmente, o fermento de marca Z foi o que apresentou a menor das
viabilidades, desde o inicio das contagens, mantendo esse padrdo até o final das
analises. Esse comportamento € ilustrado na Figura 16.

Uma hipotese para isso é a possibilidade de a unidade do produto comprado
pertencer a um lote defeituoso, ou mesmo que suas condi¢bes de armazenamento e
transporte tenham afetado drasticamente a qualidade da levedura. Diante disso, €
notavel que, apesar de constituir um parametro valido do potencial do produto, a
viabilidade celular néo é fator resolutivo em avaliar a qualidade da marca em questéo,

visto que diversas séo as possibilidades de ocasionar uma baixa viabilidade.

Figura 16 — Gréfico da viabilidade celular ao longo das semanas (2)
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Fonte: Autor



40

4.2 FERMENTACAO ALCOOLICA

Foram tomadas amostras nos momentos inicial e final (48h) da fermentacéao,
de modo a proceder aos testes de acucares redutores. No ponto inicial, foram
preparadas diluicdes 1:100 das amostras do meio de cultura com a levedura para
serem analisadas no espectrofotdmetro, e pela reta experimental do reagente DNS,

relacionar as absorbancias obtidas com as respectivas concentracdes de glicose.

4.2.1 Acucares Redutores

Os resultados obtidos apés a analise das absorbancias das amostras no inicio

e fim da fermentag&o foram compilados na Tabela 5:

Tabela 5 — Concentracdo de glicose no inicio da fermentacéo

Marca Glicose inicial (g.L™?) Glicose final (g.L™?)
X 97,552 1,758
Y 100,402 1,778
Z 99,229 1,696

Os resultados mostram que cada marca de leveduras consumiu quase todo o

substrato nessas primeiras 48h de fermentacdo. Como sera visto adiante, os teores

de etanol produzidos ndo foram superiores a 8° GL, o que implica nao ter havido

uma inibicdo (por etanol) apreciavel nas células.

4.2.2 Anélise do alcool

O teor de alcool produzido foi avaliado pela régua adequada pelo método da

ebuliometria, e assim os valores foram convertidos para concentra¢gdes alcodlicas,

como ja descrito na secéo de revisao bibliografica. Assim, ambos os valores se

encontram apresentados na Tabela 6.

O teor de alcool em GL é, por definicdo, o volume de etanol (mL) por 100 mL

da mistura. Entretanto, para a obtencao dos fatores de conversao, foram convertidos

os valores de biomassa, produto e substrato se encontrem em g.L?. Para isso,
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multiplica-se pela densidade do etanol = 0,789g.L™, obtendo-se a concentracéo em

0/100mL, e multiplica-se por 10 para que a unidade coincida finalmente com g.L™2.

Tabela 6 — Teor de etanol produzido pelas 3 marcas

Marcas P(°GL) P (g.L?)
X 5,325 42,014
Y 5,475 43,198
Z 5,325 42,014

A producado de etanol no periodo de 48h de fermentacdo, obtida por cada

marca, foi muito proxima.

4.2.2.1 Rendimento de etanol em relacdo ao tedrico (gay-lussac)

Para o calculo dos rendimentos, sabe-se que, como a concentracao de glicose
presente em cada Erlenmeyer foi de 100g.L?, a producdo maxima de etanol seria de
51,14g.Lt, sendo este o rendimento considerado ideal. Assim, considerando as
concentracfes de etanol produzidas por cada marca, a Tabela 7 apresenta os

rendimentos obtidos:

Tabela 7 — Rendimentos de etanol de marca de levedura (%)

X 82,15
84,46
Z 82,15

Da Tabela 7, € perceptivel que o rendimento de etanol em todas as marcas foi
acima de 80%, o que € bastante aceitavel, dado que nao sao leveduras préprias de

bebidas alcodlicas.
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4.3 ANALISE DOS FATORES DE CONVERSAO DA FERMENTACAO

Imediatamente ap0s a inoculacdo, foram realizadas as contagens das
leveduras no meio de cultura, permitindo a avaliagdo posterior dos fatores de

conversao, relacionando numero de células, substrato e produto.

Yxs/s: Fator de conversao substrato em biomassa

Yrss: Fator de converséo de substrato em produto

Yrix: Fator de conversao de produto em biomassa

Os resultados apresentados por esses termos em uma fermentacao
descontinua sdo fundamentais para a compreensao do potencial das linhagens de
leveduras estudadas.

A estimativa de nimero de células por grama de levedura foi de 5 . 10° de
células/g (LALLEMAND BREWING, 2022). Assim, conhecendo a quantidade de
células por litro obtida experimentalmente, foi possivel determinar a massa

correspondente, apresentada na Tabela 8:

Tabela 8 — Valores de nimero de células no inicio da fermentagéo

Marca X (cél.L)* (109) X (g.LY)
X 5,10 1,02
Y 6,70 1,34
Z 7,08 1,41

E possivel depreender dos valores imediatamente subsequentes a inoculacio
o rapido aumento de células viaveis, sobretudo da marca Z, a que possui a menor
viabilidade. Tem-se assim, um indicativo de revitalizacdo das células inviaveis pelo
meio de cultura fornecido. Ao término do periodo de 48h, foram obtidos os seguintes

valores de biomassa na Tabela 9:



Tabela 9 — Numero de células ao fim de 48h de fermentacao
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Marca X (cél.L)* (109) X (g.LY)
X 10,3 2,05
Y 16 3,20
Z 31,8 6,35

Passadas 48h desde o inicio da fermentagdo, aumentou-se ainda mais o

namero de células viaveis, visto que o teor de etanol formado néo era suficiente para

causar inibicéao celular.

Os valores relativos a biomassa, etanol e glicose inicial e final permitiram obter

os fatores de converséo da fermentagdo, mostrados na Tabela 10 a sequir:

Tabela 10 — Fatores de converséo (g/g)

Marca Yxis Ypis Ypix
X 0,011 0,439 40,79
Y 0,019 0,438 23,224
z 0,057 0,484 8,513

Uma vez de posse esses dados, é necessario que sejam comparados com 0s
valores relatados por outros pesquisadores na literatura.

Sabendo-se que o maior interesse econdmico envolvido nos processos
fermentativos esta relacionado a converséo de substrato em etanol, é natural a maior
frequéncia do parametro Yps nas pesquisas académicas. Nesse contexto, Farias
(2019) apresenta em seu estudo cinético um Ypss = 0,40, utilizando como substrato o
fermentado alcodlico de inga (Inga edulis). Ramos (2013), por sua vez, apresentou
uma faixa maxima de Yps entre 0,43 até 0,46 com linhagens indigenas de
Saccharomyces cerevisiae contra apenas 0,38, obtido por uma linhagem tradicional.
Além disso, Farias (2019) também elencou dados da literatura entre uma faixa de 0,30
a 0,485. Diante desses dados, observa-se que a marca X e Y possuiram valores muito
proximos entre si, 0,439 e 0,438, respectivamente, e encaixam-se no intervalo
relatado na literatura, sabendo-se nao se tratar de leveduras cervejeiras. Finalmente,
a marca Z, apesar de ter apresentado a menor viabilidade no decurso da pesquisa, foi

a que apresentou o Yp/s mais elevado, 0,484, encontrando-se muito préximo ao limite
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méximo citado por Farias. Esse fato revela a alta capacidade de producédo de etanol
dessa linhagem comercial, ndo obstante sua baixa viabilidade celular.

Quanto ao Yxss, Oliveira (2016) apresentou em seu trabalho um valor igual a
0,034, enquanto Silva (2016) relatou Yxs = 0,0242 em outra pesquisa. H& outras
pesquisas que apresentaram uma faixa de 0,30 a 0,45 (TOMOVA et al., 2019). Desses
valores é possivel observar que as marcas X e Y estiveram abaixo, indicando que
estas marcas nao se utilizaram da glicose para se reproduzir tanto quanto era de se
esperar. A marca Z, no entanto, apresentou um valor acima da média, revelando que
a pouca parcela viavel de células se desenvolveu e se replicou bastante,
compensando sua baixa viabilidade inicial.

Relativamente ao fator Ye/x, Silva (2016) apresentou um valor de Ypix = 22,17,
ao passo que Oliveira et al (2016) apresentaram um resultado correspondente a Ypix
= 4,25. Como é possivel observar, os valores sofrem grande variacdo entre os
estudos. Isso porque, embora o teor de etanol se mantenha préximo, ha uma grande
variacdo na parcela de células no inicio e ao final da fermentacédo. As marcas X e Y
se comportaram dentro desse intervalo, apresentando valores iguais Ypx = 41,67 €
Yrix = 23,22, respectivamente. Entretanto, a levedura do fermento Z apresentou um
resultado inferior, devido a acentuada diferenca entre a quantidade de células iniciais

Xo e finais Xf, evidenciando seu elevado crescimento.
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5 CONCLUSAO

A primeira etapa da pesquisa foi a analise da viabilidade celular durante as 8
semanas, e o resultado foi que as marcas X e Y apresentaram valores razoaveis,
proximos a valores relatados na literatura, enquanto a marca Z mostrou valores
consideravelmente inferiores em relacdo as outras. Além disso, ndo houve variacao
apreciavel de viabilidade celular em nenhum dos fermentos bioldgicos, salientando-se
que estes foram armazenados adequadamente, e as suspensdes foram
homogeneizadas antes de cada analise.

Na segunda etapa do experimento, as amostras provenientes dos meios de
cultura foram analisadas anterior e posteriormente a fermentacédo. Os valores obtidos
para os 3 fermentos bioldgicos valores proximos de consumo de substrato e producéo
de etanol.

Tornou-se evidente que, mesmo a marca Z possuindo uma baixa viabilidade
celular com o decorrer das semanas, ela apresentou um elevado desenvolvimento e
replicacdo celular, comparado com as outras 2 marcas analisadas, bem como um teor
de etanol semelhante as demais.

A comparagao dos valores obtidos na pesquisa com aqueles relatados na
literatura mostrou um comportamento deveras similar para o fator de conversao Yepss,
indicando que o consumo majoritario de glicose foi direcionado para a producéo de
etanol. Por isso, os rendimentos de etanol obtidos pelas 3 linhagens foram muito
proximos. Quanto aos demais fatores de conversao, as diferencas foram decorrentes
principalmente do elevado crescimento celular da levedura Z.

Foi possivel observar a praticidade e a robustez dos métodos de acucares
redutores e de ebuliometria, 0s quais entregam valores precisos, desde que realizados
com o cuidado e rigor analitico necessérios.

Finalmente, a pesquisa indica que a avaliacdo do desempenho de uma
levedura deve levar em consideracdo ndao apenas um parametro, como a viabilidade

celular, mas diversos resultados em conjunto.
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