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Resumo

O presente trabalho prop6s avaliar a necessidade de se suplementar suco de maca destinado a
producéo de bebida fermentada por Saccharomyces cerevisiae, a fim de se obter maior teor alcoolico e
maior produtividade em etanol. Foi utilizado um planejamento fatorial 2* para estudar os efeitos da adigéo
dos nutrientes (NH4),SO,4, KH,PO,4, MgSO, e extrato de levedura sobre as variaveis resposta concentracdo
de etanol e produtividade em etanol. Apos a andlise estatistica verificou-se que em relagdo a variavel
resposta etanol para se obter maiores concentra¢gbes, na regido estudada, deve-se adicionar 10 g/L de
extrato de levedura e com relacdo a produtividade, verificou-se influéncia positiva na adicdo de extrato de
levedura e (NH,).SO,, devendo-se manté-los nas concentragdes de 5,0 g/L e 2,0 g/L, respectivamente
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Introducao

O processo de fermentacdo de suco de
macd visando a obtencdo de bebida alcodlica ja
era conhecido no Mediterraneo Oriental hd mais
de 2000 anos (LAPLACE et al.,, 2001) e é bem
difundido o fato de que sucos de magés contém os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento de
leveduras (BINNING & POSSMANN, 1993). A
principal fonte de carbono e energia sdo o0s
acucares, com teores acima de 100 g/L suficientes
para promover o0 crescimento microbiano
(NOGUEIRA & WOSIACKI, 2005). Os principais
aclcares presentes na maca séo: glicose, frutose
e sacarose. No suco a frutose ocorre em maior
concentracao, cerca de 6% (p/v). Estdo presentes
também compostos nitrogenados que sao
utilizados pela Saccharomyces sp. durante a fase
de crescimento, exercendo importantes funcdes na
biossintese de proteinas e nas funcgBes
enziméticas, influenciando o crescimento e o
metabolismo das leveduras, chegando a constituir
10% da sua matéria seca ( JULIEN et al., 2000).

Além de carbono e nitrogénio, estédo
presentes também fontes de compostos
inorgénicos,como nitratos, e também sais minerais
em mg/100g de fruta: 44 a 163 de K; 1,50 a 23 de
Ca; 1,50 a 18 de Mg e 3,50 a 26 de P (BEECH &
CARR, 1977). Com relacdo a necessidade do
microrganismo em questéo, o fésforo, sob a forma
de fosfatos € importante no metabolismo
energético e na sintese de acidos nucléicos; o
enxofre € necessario por fazer parte de
aminoacidos como cistina e cisteina e para a
sintese de vitaminas com a biotina e tiamina; o
potassio é ativador de enzimas e regulador da

pressao osmoética; e o magnésio desempenha um
importante papel no crescimento da levedura,
como cofator em muitas reacfes metabdlicas
(CARVALHO et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
necessidade de se suplementar o0 meio
fermentativo (suco de macd), e a influéncia de
cada composto adicionado na producédo de etanol
e produtividade utilizando planejamento estatistico
e assim extrair do sistema em estudo 0 maximo de
informacao util, fazendo um ndmero minimo de
experimento.

Material e Métodos

O suco de macad foi extraido em
processador Walita, centrifugado a 3000rpm por
20min e em seguida foi filtrado a vacuo. Apés a
extracdo, o suco foi submetido a tratamento
térmico em banho-maria a 65°C por 25min a fim
de se eliminar a carga microbiana contaminante. O
suco foi conservado em geladeira a 4°C.

Pesaram-se as magds e 0 suco para a
determinagéo da eficiéncia da extra¢éo do suco.

A levedura cervejeira Saccharomyces
cerevisiae 308 (tipo lager) procedente da colecéo
de cepas da Academia Doemens - Alemanha, foi
fornecida pela Microcervejaria da Escola de
Engenharia de Lorena — USP.

O meio de crescimento empregado foi
constituido dos seguintes nutrientes (g/L): glicose,
20; KH,POy4, 2,5; (NH4)2S0,, 2; MgS0O,. 7H,0, 0,4
e extrato de levedura, 10, com pH ajustado para
4,5, mantido em incubadora de movimento
rotatério a 30°C e 200rpm.

Foram realizados 20 ensaios em frascos
Erlenmeyer de 125mL contendo 25mL de meio
mantidos em incubadora de movimento rotatério a
30°C e 200rpm. O meio foi constituido de suco de
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maca e suplementado com 0s mesmos nutrientes
empregados no indculo, exceto a glicose, nas
concentracdes apresentadas na tabela 1. O pH foi
ajustado para uma faixa entre 4,5-5,0. A
quantidade de inéculo adicionada foi de 10% (v/v).
O ensaio 20 refere-se ao controle, e seu objetivo
foi verificar a eficiéncia do tratamento térmico, uma
vez que este ensaio sO continha suco de maca
sem indculo.

Durante a fermentacdo foram realizadas
analises indiretas de agucar (°Brix) utilizando um
refratdmetro.

No final da fermentacéo foi determinado o
teor alcodlico (% v/v), empregando o equipamento
Beer Analyzer 2 ANTON-PAAR-Austria. O nimero
de células por litro de amostra (células/L) foi
determinado utilizando Cémara de Neubauer. A
tabela 1 apresenta as concentracdes dos
nutrientes avaliados (g/L) em cada ensaio. Foi
utilizado um planejamento fatorial 2* com triplicata
no ponto central no qual, as variaveis resposta
analisadas foram concentracdo e produtividade
volumétrica de etanol.

Tabela 1: Concentra¢gbes dos nutrientes (g/L) em
cada ensaio

Ensaio KH,PO,; (NHg),SO, MgSO,. Extratode
7H,0 levedura
1 0 0 0 0
2 5 0 0 0
3 0 4 0 0
4 5 4 0 0
5 0 0 0,8 0
6 5 0 0,8 0
7 0 4 0,8 0
8 5 4 0,8 0
9 0 0 0 10
0 | 5 0 0 10
11 0 4 0 10
12 5 4 0 10
13 0 0 0,8 10
14 5 0 0,8 10
15 0 4 0,8 10
16 5 4 0,8 10
17 25 2 04 5
18 25 2 0,4 5
19 25 2 04 5

A analise estatistica dos dados foi
realizada com o auxilio dos programas Statistica
5.0 e Design Expert 5.0.

Resultados

As macads e 0 suco extraido foram
pesados obtendo-se uma eficiéncia na extracao de
87,7%. A analise do suco extraido e a comparacao
com a literatura estdo apresentadas na Tabela 2.

As concentracgdes iniciais (células/L) e de
extrato_sollivel (°Brix) foram de 5.0.10° e 13,

respectivamente. Os resultados obtidos apoés a
analise de cada ensaio estdo apresentados na
tabela 3.

Tabela 2 — Analise de pH, Brix e de agUcares
redutores do suco de maca.

Variedade pH Brix  Acucares redutores

(g/L)

Gala 3,6 13,4 97,00
(literatura)*

Gala 37 130 92,87

*Hashizume, 2001

Tabela 3 — Medida de extrato soltvel (°Brix), %
alcool, numero de células por litro e produtividade
volumétrica em etanol das amostras.

Tempo de % Qp
Ensaio fermentagdo °Brix &lcool Cél/lL g/L.h
(h) (viv)
1 87,0 5 366 1,68.10° 0,33
2 79,5 3 457 1,33.10° 0,45
3 25,0 3 480 5,2510° 1,551
4 23,5 3 5,03 5,25.10° 1,68
5 43,0 3 425 288.10° 0,78
6 74,0 3 453 1,70.10° 0,48
7 18,5 3 324 550.10° 1,38
8 17,5 3 450 3,88.10° 2,02
9 20,0 3 559 9,13.10° 2,20
10 22,0 3 531 5,38.10° 1,90
11 22,0 3 524 538.10° 1,88
12 22,0 3 537 3,63.10° 1,92
13 22,0 3 524 4,38.10° 1,88
14 22,0 3 519 5,63.10° 1,86
15 22,0 3 4,98 8,00.10° 1,78
16 30,0 3 4,73 11,00.10° 1,24
17 15,0 3 4,75 8,38.10° 2,49
18 15,0 3 486 7,75.10° 2,55
19 15,0 3 4,83 8,75.10° 2,54
20 - 13 0 0 0
Discusséao:

Pelo resultado do ensaio 20 pode-se verificar que
o tratamento térmico empregado foi eficiente, ndo
havendo influéncia de microrganismos
contaminantes no meio.

Observa-se que a maior concentragdo de
etanol obtida foi de 5,59% (v/v) referente ao
ensaio 9, que foi realizado adicionando apenas
extrato de levedura (X;) ao meio e a menor
concentracdo de etanol obtida foi de 3,66% (v/v)
referente ao ensaio 1, que foi realizado sem
suplementacdo de nutrientes ao meio. A maior
produtividade de etanol obtida foi de 2,56g/L.h
referente ao ensaio 18 (ponto central), o qual foi
realizado com a adicdo de todos 0s nutrientes nas
concentragdes demonstradas na tabela 1 e o
menor valor de produtividade foi de 0,3321g/L.h
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referente ao ensaio 1, o qual continha apenas o
suco de macd. A andlise dos efeitos dos
nutrientes sobre a resposta concentracdo de
etanol esta apresentada na Tabela 4. Verifica-se
que apenas os fatores MgSO,. 7H,0 (X3) e extrato
de levedura (X;) apresentaram efeito principal
significativo ao nivel de 95% de confian¢ca (p <
0,05) sobre a variavel resposta. O efeito do fator
X3 € negativo indicando que a adicdo de MgSQO,.
7H,0 prejudica a producdo de etanol (%v/v). De
forma similar, como o efeito do fator X, é positivo,
sua adicdo aumenta a quantidade de etanol
produzida. A elevacédo da concentracéo de extrato
de levedura do nivel inferior ao superior provoca
um aumento de 52,76% no rendimento em etanol.
As interacdes entre os fatores X; e X4 e

entre X, e X; também sao significativas em
(p<0,05). Observa-se que a adicdo de KH,PO4 (X1)
ao meio diminuiu a concentracdo de etanol obtida
(ensaio 10) quando comparado com a
concentracdo obtida adicionando-se apenas
extrato de levedura (ensaio 9). A concentracdo de
etanol foi maior quando se adicionou apenas
MgSO,. 7H,O (ensaio 5) comparando-se com 0O
ensaio 7. A interagdo entre os fatores
proporcionou diminuicdo da varidvel resposta, o
gue pode ser confirmado pelo sinal negativo dos
efeitos da interagbes XX, e XX (tabela 4).

Observa-se, pela tabela 5, que o0 modelo linear é
significativo (p<0,05), no entanto ha evidéncia de
falta de ajuste deste aos dados experimentais.
Como o valor do coeficiente de determinagéo (R*=
0,88028) nao foi satisfatério, realizou-se a analise
da curvatura do modelo, obtendo-se um valor de p
= 0,8155, indicando que os dados experimentais
néo se adequam a um modelo quadrético.

Tabela 4 — Estimativa dos efeitos e nivel de
significancia (p) para os parametros estudados.

Fator Efeitos p- valor
Média 4,7721 210™
X1 0,2788 0,10180
X -0,0563 0,71891
X3 -0,0364 0,04242
Xa 0,8838 0,00038
X1X2 0,0638 0,68370
X1X3 0,0313 0,84105
X1X4 -0,3913 0,03193
X2X3 -0,3838 0,03450
XoXy -0,1963 0,22948
X3Xy 0,0213 0,89145

Analisando a superficie de resposta (figura
1) verifica-se que foi obtido um plano. Essas
analises indicam uma forte tendéncia de o modelo
ser linear na regido investigada, o valor néo
satisfatério de R’ pode ser devido a erros
experimentais. O modelo que relaciona

concentracao de etanol (Y;) com as variaveis
codificadas é representado pela equacao 1.

Tabela 5: Andlise da variéncia para o modelo linear

Fonte de Soma *GL Média p-
Variacao Quadratica Quadratica valor
Regressao 5,35 10 0,54 0,019
8
Residuo 0,72 7 0,10 -
Erro Puro 6.467 10° 2 3.23310°
Falta de 0,72 5 0,14 0,022
ajuste 2
Total 6,08 18 - -
R“=0,8812 R* ajustado=0,7114

*GL= graus de liberdade

Y, =4,7721 + 0,1394 X; — 0,0281 X, — 0,1819
X3 + 0,4419 X, + 0,03188 XX, + 0,0156 X;X3 —
0,1956 X;X; — 0,1919 X,X3 - 0,0981 X,X, +
0,0106.X3X4 (equagéo 1)

Bl 4144 =
W 4280
Em 4417
[ 4,553
[ 4,689
[ 4825
[ 4,961
[ 5,097 - z
Bl 5.233 = =
W 5369

Il above

Figura 1: Superficie de Resposta para a variavel
dependente etanol

Observa-se que para se obter maiores
concentracbes de etanol deve-se deslocar a
regido experimental para maiores valores de X, e
menores valores de Xs. Segundo Neto et al.
(2001), o deslocamento deve ser realizado ao
longo de uma trajetdria perpendicular as curvas de
nivel, além de que, para se otimizar o processo
devem ser feitos novos ensaios seguindo o cami-
nho de maxima inclinacdo da superficie ajustada.

A andlise dos efeitos dos nutrientes sobre
a resposta produtividade estd apresentada na
Tabela 6. ApOs a andlise dos dados conside-
rando ajuste a um modelo linear, o valor do
coeficiente de determinacdo obtido foi de R’=
0,63032, e como este ndo foi satisfatorio, foi
realizada a andlise da curvatura para os dados
experimentais. Os valores de p e de R® encontra-
dos foram de 0,0003 e 0,9997, respectivamente,
indicando que o0s dados experimentais se
adequam melhor a um modelo quadratico. Esse
novo valor de R? indica que o modelo explica
99,97 % da variacdo total das respostas. Verifica-
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se que apenas os fatores extrato de levedura (Xy)
e (NH,),S0O, (X,) apresentaram efeito principal
significativo ao nivel de 95% de confianca (p <
0,05) sobre a varidvel resposta. Observa-se
(tabela 7) que esse modelo é significativo com
98% de confianca.

Tabela 6 — Estimativa dos efeitos e nivel de
significancia (p) para os pardmetros estudados.

Fator Efeitos p-valor
X1 -0, 0225 0,83326
Xz 0,4450 0,00347
X3 -0,0600 0,57837
Xa 0,7550 0,00016
X1X2 0,1025 0,35267
X1Xs -0,0325 0,76148
X1X4q -0,1825 0,11962
XoXs3 -0,0850 0,43631
XoXa -0,7000 0,00025
X3Xa -0,2300 0,06064

Tabela 7: Andlise da variancia para o modelo

guadratico.

Fonte de Soma *GL Média p-valorr
Variagdo Quadrética Quadratica
Regresséo 5,76 15 0,38 0,0024

Residuo 1,867 10° 2 9,33310™

Erropuro 1,867 10° 2 9,33310™

Total 8,68 18 - -

R”=0,9997 R” ajustado= 0,9972
*GL= graus de liberdade

Analisando a superficie de resposta (figura
2) verifica-se uma tendéncia de formacé&o de curva
no plano obtido, confirmando a disposicdo dos
pontos de acordo com um modelo quadratico.
Para a determinagdo dos coeficientes do modelo
quadratico € necessario realizar um passo
ascendente, ou seja, experimentos

. 0,410
[ 0584
B 0,758
@3 0932
[ 1106
3 1280
3 1454
Wl 1628
B 1.802
Wl 1976
I above

complementares ao planejamento original.
Figura 2: Superficie de Resposta para a
variavel dependente produtividade de etanol.

Observa-se que o extrato de levedura foi
significativo nas duas variaveis reposta estudadas.
Segundo Yamada, et al. (2003), o extrato de
levedura contém, entre outros, 0os aminoacidos:
valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, lisina,

leucina e histidina que conforme Carvalho et al.
(2007), s&o essenciais ao metabolismo da
levedura e devem ser fornecidos ao meio
fermentativo.

Concluséo

Conclui-se que para se aumentar a
concentracdo de etanol na regido estudada é
necessario adicionar somente extrato de levedura
a 10 g/L ao meio fermentativo constituido de suco
de macd. Por outro lado, para se obter maiores
produtividades volumétricas de etanol, deve-se
adicionar extrato de levedura a 50 g/L e
(NH4)2804 az2 g/L
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