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RESUMO — Em relagcdo ao bioetanol, pesquisa-se principalmente sua obtencdo a
partir de residuos agroindustriais. Porém, a levedura utilizada na fermentacdo
alcodlica também influencia na produtividade. Neste contexto, este trabalho visa
estudar a capacidade fermentativa e o crescimento celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae CCT-3174. A fermentacdo alcodlica foi realizada em 300 ml de meio
composto por D-glucose (10 g/l), peptona bacterioldgica (5 g/l), extrato de levedura
(3 g/l) e extrato de malte (3 g/l), dissolvidos em agua destilada e esterilizados por 15
minutos a 121°C. Esta etapa do experimento foi conduzida por 30 horas em agitador
orbital com agitacdo de 120 rpm e temperatura de 30°C. Coletaram-se amostras a
cada duas horas para analise de dados cinéticos. O rendimento da reacéo foi superior
a 90%, o que comprova sua potencialidade para fermentacdo alcodlica. Sendo assim,
esta linhagem é propicia para estudos futuros de obtencao de bioetanol.

1. INTRODUCAO

Existem dois métodos de obtencdo de etanol, por via sintética ou via fermentativa (Borzani
et al., 2001). A via de obtencédo de etanol mais utilizada no Brasil é a fermentativa por questdes
econbmicas, dominio de tecnologia e disponibilidade de biomassa (Vieira et al., 2009).

De acordo com Borzani et al. (2001), todos os substratos agucarados sdo passiveis de
fermentagdo, sendo estes aglcares convertidos em etanol e dioxido de carbono, por processo
anaerdbio. Esta transformacdo envolve uma sequéncia de 12 reacdes catalisadas por enzimas. A
fermentagdo alcodlica ocorre no citoplasma da célula, onde se localizam estas enzimas,
denominadas de enzimas glicoliticas. A fermentacdo pode ser realizada a partir de acUcares,
amido ou celulose. O desempenho do processo fermentativo depende diretamente das enzimas
glicoliticas, pois estas podem ser estimuladas ou inibidas por diversos fatores, como por exemplo,
pH, nutrientes, entre outros.
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As leveduras sdo 0s microrganismos mais utilizados na fermentacdo alcodlica. A levedura
atualmente utilizada em escala comercial é a Saccharomyces cerevisiae, que é um aerdbio
facultativo. Porém, as bactérias também sdo capazes de produzir etanol, mas, por questdes
econdmicas (rendimento em produto), ndo sdo utilizadas. Para a fermentacdo alcoodlica é
adicionada a mistura uma populacédo de leveduras responsaveis por metabolizar os carboidratos,
transformando estes em etanol e liberando diéxido de carbono. Esta etapa pode ocorrer em
processo continuo ou batelada (Hahn-Hagerdal, 2006).

Existem diversos fatores que afetam a fermentagdo alcodlica como um todo. Dentre eles
pode-se citar a levedura utilizada. Leveduras de culturas puras fornecidas por instituicdes do
ramo se comportam de forma diferente que a levedura comercial, utilizada para fabricacéo do pao
(Borzani et al., 2001).

As leveduras necessitam de fonte de carbono que forneca energia, sendo esta fonte a
glicose ou outro acucar. O meio deve ser fonte de algumas vitaminas, nitrogénio, ferro, cobre,
enxofre, fésforo, entre outros. A levedura Saccharomyces cerevisiae praticamente nao € capaz de
se beneficiar com as proteinas do meio e também nédo possui capacidade metabodlica de aproveitar
o nitrogénio em forma de nitrato, somente na forma amoniacal, amidica ou aminica. As leveduras
sdo microrganismos mesofilos, sendo que a temperatura 6tima esté entre 26-35°C. O controle de
temperatura é essencial, pois caso a temperatura aumente, a velocidade da fermentacdo
consequentemente aumenta, elevando o risco de contaminacdo e tornando a levedura mais
sensivel a toxidade do etanol gerado (Borzani et al., 2001).

Dodic et al. (2009) estudaram a fermentacéo alcodlica utilizando polpa de beterraba diluida
em &gua destilada como meio de cultivo, visando a obtencdo de bioetanol. Ap6s 72 horas de
cultivo, o melhor rendimento obtido foi de 12%. Mohanty et al. (2009) também estudaram a
fermentacdo alcodlica utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae comercial. O meio de
cultivo utilizado pelos autores foi flores de mahula.

Vieira et al. (2009) obtiveram em seu estudo, bioetanol a partir do mesocarpo do babacu,
que é rico em amido na sua composicao. Primeiramente, foi realizada a hidrélise enzimatica do
amido. Para a etapa da fermentacdo alcoolica, a levedura utilizada foi uma linhagem comercial da
Saccharomyces cerevisiae. O rendimento obtido foi de 350 mL de etanol por quilograma de
amido. Xiros et al. (2008) estudaram a fermentacéo de residuos de cervejarias, sendo constituidos
basicamente de cascas de cereais. A hidrolise aplicada aos residuos foi a alcalina. O
microrganismo utilizado na fermentacéo alcoolica foi o fungo Neurospora crassa DSM 1129. Os
autores obtiveram neste experimento rendimento de 74 gramas de etanol por quilograma de
residuo seco.

Ortiz (2010) estudou a producgéo de bioetanol, a partir de bagaco de malte e bagaco de
mandioca, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae CCT-0294 e da linhagem comercial,
para fins comparativos. A hidrdlise enzimatica dos residuos foi conduzida através de fermentagédo
em estado solido pelo fungo Rhizopus oryzae ATCC 34612. Para as condigdes de estudo, a
levedura da linhagem CCT-0294 mostrou-se mais vidvel na fermentagdo alcodlica, apresentado
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rendimento de 46,58%, enquanto que o rendimento maximo obtido nas fermentacGes com a
levedura comercial foi de 39,73%.

Percebe-se que pesquisas na area de bioetanol possibilitam novos estudos em diversos
aspectos, como a utilizacdo de residuos de diferentes processos, assim como a utilizacdo de
diferentes espécies microbianas na fermentacéo alcodlica.

1.1. Objetivo

Este trabalho tem por objetivo estudar a capacidade fermentativa e o crescimento celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae CCT-3174, através da analise da concentracdo biomassa, do
consumo do substrato (glicose) e da analise de parametros cinéticos.

2. METODOLOGIA

2.1. Fermentacédo Alcodlica

Para esta etapa, preparou-se 300 ml de meio, composto por 10g/l de D-glucose, 59/l de
peptona bacterioldgica, 3g/l de extrato de levedura e 3g/l de extrato de malte. Os componentes
foram dissolvidos em &gua destilada e o meio foi esterilizado em autoclave a temperatura de
121°C, por 15 minutos (Ortiz, 2010).

A inoculacdo foi realizada na camara de fluxo laminar, a partir da cepa crescida em placa
de Petri, que foi adicionada ao meio na quantidade de duas al¢adas de célula. O cultivo foi
realizado em incubadora de movimento orbital Tecnal modelo TE-420, a 30°C e com velocidade
de agitacdo de 120 rpm. O cultivo foi acompanhado por 30 horas, com retirada de amostra a cada
2 horas, para aquisicdo de dados cinéticos. Todas as amostras foram analisadas no final do
experimento. O produto da reacdo (etanol) foi quantificado apenas no final da fermentacgéo
alcoolica. O experimento foi realizado em duplicata.

2.2. Procedimentos Analiticos

Crescimento Celular: Inicialmente, foi graficada a reta de calibracdo da concentragédo
celular versus a absorbancia lida no espectrofotdmetro. A partir desta reta, faz-se a leitura das
amostras cuja concentracao celular é desconhecida, e com a absorbancia obtida, quantifica-se a
concentracdo. Para a determinacdo dos pontos da reta de calibragdo, pesou-se 0,1 grama de
célula coletada da placa de Petri com uso de alga de platina esterilizada em chama, e diluiu-se em
100 ml de 4gua destilada, tendo assim, uma suspensdo celular de concentragdo 1 g/l. A partir
desta suspensdo, foram feitas diluicbes, para se obter diferentes concentracdes. As amostras
foram lidas em espectrofotdmetro Shimadzu UV-1650PC em 660 nm.

Concentracdo de Glicose: A analise da concentracdo de glicose foi realizada pelo método
da glicose oxidase. A absorbancia foi medida em espectrofotobmetro Shimadzu UV-1650PC em
500 nm, e é diretamente proporcional a concentracdo de glicose na amostra, sendo o resultado
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expresso em g/l.

Concentracdo de Etanol: Apds a fermentacdo alcodlica, o meio foi centrifugado por 15
minutos com velocidade de agitacdo de 7500 rpm na centrifuga Hermle modelo Z300K. O etanol
foi analisado em cromatografo gasoso Varian CP-3800 com detector de ionizacdo em chama
(CG-DIC) e com coluna capilar Chrompack de silica fundida (CP-SIL PONA CB, 0,025 mm de
diametro interno, 100 m de comprimento ¢ 0,2 um de filme).

Dados Cinéticos: A cinética da fermentacdo alcodlica foi analisada pelo fator de conversao
do substrato em produto (Yrss) pelo rendimento (R). Estes foram calculados respectivamente de
acordo com as Equacdes 1 e 2 (Borzani et al., 1975).

AP P —P
Yors =—< = |
PIS " AS Si =S ()
R = (Yors Jawamn 100 .
(Yp/s )teériCo

O termo Pr é a concentracdo final do produto, neste caso, etanol. O termo P;,
correspondente a concentracdo inicial de produto (etanol), que foi considerada zero. Os termos Si
e St correspondem a concentracéo inicial e final do substrato, sendo neste caso a glicose.

A massa especifica do etanol utilizada para os calculos foi de 789,3 g/l (Najafpour e Lim,
2002). O fator de conversdo maximo teérico foi utilizado como 0,51 grama de etanol por grama
de glicose consumida, de acordo com a estequiometria da reacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise do Crescimento Celular e do Consumo de Glicose

O gréfico do crescimento celular e do consumo do substrato durante 0 processo
fermentativo de 30 horas esté disposto na Figura 1.

Neste grafico, pode-se perceber que 0 microrganismo possui atividade, obtendo-se
concentracdo celular final de 7,37 g/l, e podendo-se considerar o consumo total do substrato
(glicose). Observa-se ainda que no periodo entre 10 e 12 horas de fermentacdo, a concentragdo
de glicose decai drasticamente, que é quando a levedura apresenta maior taxa de crescimento.
Apesar da auséncia de glicose, o microrganismo continua a crescer em fungdo dos outros
nutrientes.

Em termos de produtividade, percebe-se que o cultivo pode ser finalizado antes de 30
horas. Porém, como a analise das amostras sO foi realizada no final do cultivo, permaneceu-se
com o tempo de 30 horas previamente estipulado na metodologia.
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Figura 1 - Curva de crescimento da levedura CCT-3174 e do consumo da glicose.

3.2. Analise Cinética

A andlise da cinética foi realizada considerando o fator de conversdo de substrato em
produto (Yes) e o rendimento (R). Para o substrato, considerou-se apenas a glicose. A
concentracdo de etanol no final da fermentacdo alcodlica resultou em 4,846 g/l. As concentracGes
inicial e final de glicose resultaram em 9,88 g/l e 0,114 g/l respectivamente. Aplicando estes
valores na Equacdo 1 obtém-se o valor de Yps, sendo este 0,496. E substituindo este Yp/s calculado
na Equacdo 2, obtém-se o rendimento, que resultou em 97,3%.

No trabalho apresentado na literatura por Najafpour et al. (2004), a concentracao inicial de
glicose era de 50 g/l, e a fermentacdo alcodlica foi conduzida durante 27 horas com o
microrganismo Saccharomyces cerevisiae ATCC 24860. O fator de converséo de substrato em
produto obtido foi de 0,32 getanol/Qglicose-

De acordo com o trabalho desenvolvido por Mariam et al. (2009) o rendimento obtido na
fermentagdo alcodlica foi de 0,75%. Os autores avaliaram o processo conduzido pela levedura
Saccharomyces cerevisiae GC-11B3, sendo utilizado como meio o0 melago da cana de agicar com
15% de acucares. Rodrigues et al. (2010) realizaram a fermentacdo alcodlica em suco de caju,
com concentragdo de glicose em torno de 24 g/l, com a levedura comercial e em condig¢Ges de
operacdo de fermentacdo semelhantes as deste estudo. O maior fator de conversdo obtido foi de
0,4 grama de etanol por grama de glicose consumida.

A discussdo dos resultados obtidos neste estudo foi realizada com base em trabalhos
publicados na literatura, porém, ndo foram encontrados trabalhos utilizando o mesmo meio de
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cultivo, nem fermentacgdes alcoolicas utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae CCT-3174.
A avaliacdo da capacidade fermentativa da levedura selecionada para este estudo foi realizada a
partir de estudos que relatavam experimentos com outros meios e outros microrganismos.

4. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir que a levedura
Saccharomyces cerevisiae CCT-3174 possui capacidade fermentativa. Com isto, esta levedura é
passivel de estudos futuro na obtencdo de bioetanol, apresentando-se como possivel alternativa a
levedura comercialmente utilizada. Para estudos futuros, sugere-se o acompanhamento da
concentracdo de etanol durante a fermentacdo alcoolica, para determinacdo do tempo necessario
de fermentacdo com o intuito de se obter a maxima produtividade do processo.
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