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RESUMO: A levedura alcodlica apresenta metabolismo respirofermentativo, respirando e
fermentando simultaneamente. E possivel mensurar o metabolismo fermentativo e respiratério de
uma levedura alcodlica, conhecendo a quantidade de etanol formado na fermentacdo e de gas
carbonico proveniente dos processos de respiracdo e fermentacdo. O objetivo deste trabalho foi
calcular a taxa respiratéria e fermentativa de diferentes cepas de levedura alcodlica por meio de
método estequiométrico. Foram utilizadas cinco diferentes cepas de leveduras (panificagdo,
cervejeira de alta fermentagdo (ale), cervejeira de baixa fermentagdo (lager), vinho tinto e vinho
branco). O meio de cultivo foi mosto de cana de agucar (15 °Brix). A fermentagdo transcorreu
durante 8 horas, na temperatura ambiente, em fermentador aberto. A levedura cervejeira de alta
fermentagdo e de panificagdo apresentaram as maiores taxas respiratorias (19,17% e 19,12%), as
leveduras de vinho branco e cervejeira de baixa fermentagdo tiveram as maiores taxas fermentativas
(90,48% e 89,67%), a levedura cervejeira de baixa fermentacdo produziu a maior quantidade de
etanol (7,57%) e a levedura de panificacdo apresentou maior capacidade metabolica (131,59 g de
sacarose consumidos).
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QUANTIFICATION OF RESPIRO-FERMENTATIVE METABOLISM OF BEER, WINE
AND BREAD YIELD BY ESTEQUIOMETRIC METHOD

ABSTRACT: The alcoholic yeast can breathe and ferment simultaneously, called respiro-
fermentative metabolism. Yeast’s respiration and fermentation metabolism can be measured
considering the amount of ethanol produced in the fermentation process and the carbon dioxide
produced in both respiration and fermentation processes. This research focused on calculating the
respiration and fermentation rates of five alcoholic yeast strains (baker’s, beer top-fermenting (ale),
beer bottom fermenting (lager), red wine and white wine) from the stoichiometry. Sugar cane must
(15 °Brix) was used as growth medium. Fermentation was performed in an open vessel at room
temperature. A sample was taken hourly, and the fermentation process ended after 8 h. Beer top-
fermenting yeast and baker’s yeast resulted in higher respiration rates (19.17% and 19.12%), while
white wine yeast and bottom-fermenting yeast resulted in higher fermentation rates (90.48% and
89.67%). Bottom-fermenting yeast produced higher amount of ethanol (7.57%) and baker’s yeast
presented higher metabolic activity (131.59 g of sucrose consumed).

Keywords: fermentation, respiration, Saccharomyces cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Estequiometria ¢ o calculo da
quantidade das substancias envolvidas numa
reagdo quimica. Este ¢ feito com base nas leis
das reagdes e ¢ executado, em geral, com o
auxilio das equacdes quimicas
correspondentes. Nas reagdes quimicas, as
substancias reagem entre si originando
produtos em proporgdes especificas. Desse
modo, ¢ possivel calcular quanto de produto
sera formado, ou o rendimento da reacdo
(FIOROTTO, 2013).

O metabolismo aerdbio e anaerdbio de
uma levedura alcoodlica pode ser estimado por
método estequiométrico (VENTURINI FILHO
et al., 2013; VENTURINI FILHO et al., 2014;
VENTURINI ~ FILHO et al, 2018).
Conhecendo a quantidade de etanol e gas
carbonico produzidos durante o processo
fermentativo, € possivel calcular por meio das
equagdes estequiométricas da respiragao e
fermentagdo alcodlica a quantidade de agucar
fermentado e respirado pelo microrganismo.

De acordo com Kiéppeli (1986) e
Gancedo e Serrano (1989), a respiragdo e a
fermentacdo ocorrem simultaneamente nas
leveduras alcoodlicas. Em func¢ao disto, esses
autores definiram o metabolismo desses
microrganismos como respirofermentativo.

De acordo com Kockova-
Kratochvilova (1990), o metabolismo aerobio
(respiragdo) e  anaerdbio  (fermentagao
alcoodlica) ¢ tradicionalmente mensurado
manometricamente, baseado no consumo de
oxigénio e producdo de gas carbonico. A razdo
entre a respiragdo e a fermentacdo ¢ expressa
por um cociente respiratério Qr cujo valor
varia em funcdo do tipo de levedura. Segundo
esta autora, os valores de Qr mais
frequentemente relatados para leveduras de
panificacdo sdo de 2 a 3, para leveduras de
vinho de 6 a 10 e para leveduras cervejeiras de
baixa fermentacdo de 10 a 30. A supressdo da
respiracdo afeta os valores de Qr.

Em func¢do da atividade respiratoria, as
leveduras podem ser classificadas em trés
grupos: a) prevaléncia do metabolismo aerébio
(levedura forrageira — respiragdo € responsavel
por 100% do metabolismo); b) metabolismo

aerdbio ¢ semelhante ao anaerdbio (leveduras
patogénicas, de panificacdo e cervejeiras de
alta fermentagdo — respiracdo ¢ responsavel
por 40 a 50% do metabolismo); c) prevaléncia
do metabolismo anaerobio (leveduras de
destilaria, de vinho e cervejeiras de baixa
fermentagdo — respiragdo ¢ responsavel por 10
a 15% do metabolismo) (Kockova-
Kratochvilova, 1990).

Briggs et al. (2004) também classificou
as leveduras pela forma como esses
microrganismos catabolizam os agucares. No
primeiro grupo estdo as leveduras aerobias
obrigatorias que obtém energia apenas por

processo respiratorio (Rhodotorula,
Lipomyces, Cryptococcus, Rhodosporidium e
Saccharomycopsis), nao fermentando

acucares. No segundo grupo, fazem parte as
leveduras anaerdbias facultativas, isto &,
respiram ¢ fermentam de forma simultanea.
Dentro deste grupo, hd as leveduras
respiratorias que catabolizam mais de 70% dos
acucares pela via aerdbia (Candida,
Hansenula, Kluyveromyces e Pichia), e as
leveduras fermentativas que catabolizam 90%

dos agucares por processos anaerobios
(Saccharomyces, Brettanomyces e
Schizosaccharomyces).

Briggs et al. (2004), citando Boulton e
Quain (2001), citaram cinco processos de
regulagdo do catabolismo de acucares pelas
leveduras: a) Efeito Crabtree short-term,
reducdo da taxa de respiragdao pela adicao de
glicose ao meio; b) Efeito Crabtree long-term,
repressdo  ou inativagdo das  enzimas
respiratorias da levedura pela presenga de
glicose no meio; c) Efeito Pasteur, reducdo da
taxa de glicolise sob condi¢des aerdbias; d)
Efeito Kluyver, utilizacdo aerdbia obrigatoria
de dissacarideos; e) Efeito Custer, estimulagdo
aerobia da fermentagdo da glicose.

Exemplos do Efeito Crabtree long-term
sdo relatados por Ribéreau-Gayon et al. (2006)
e Ingledew (2009). Os primeiros autores
afirmaram que em mosto de uva, devido as
elevadas concentragdes de acucares, a levedura
enoldgica apenas metaboliza agucares pela via
fermentativa. Mesmo na presenca de oxigénio,
ndo se observa a respiracdo. As leveduras do
vinho sofrem elevada repressao catabolica pela
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glicose presente no mosto. Mas, esses autores
afirmam que a presenga de oxigénio no mosto
¢ importante para a sintese de acidos graxos
insaturados e esterdis, constituintes da
membrana plasmatica. O segundo autor relatou
que a concentragdo de aglicares nos mostos das
destilarias  americanas de  etanol ¢
suficientemente alta para inibir a respiragcao do
fermento. As leveduras metabolizam a glicose
do mosto pela via fermentativa, produzindo
etanol e gas carbonico. As leveduras utilizam o
oxigénio presente no mosto no inicio do
processo fermentativo para a producdo de
esterdis e acidos graxos insaturados. Segundo
este autor, as leveduras metabolizam mais de
90% dos agucares por via fermentativa e o
restante ¢ utilizado no crescimento celular.

O objetivo deste trabalho  foi
quantificar o metabolismo aerobio e anaerdbio
de levedura de panificagdo, de vinho tinto e
vinho branco, e cervejeira de alta e baixa
fermentagdo pelo método estequiométrico.

2 MATERIAL E METODOS

O planejamento experimental contou
com cinco tratamentos compostos por
leveduras secas de panificagdo (Fleischmann),
vinho tinto (Baltosel Grand Cru), vinho branco
(Blastosel ~ FR95), cervejeira de alta
fermentagdo - ale (Fermentis Safale S-33) e
cervejeira de baixa fermentagdo - lager
(Fermentis  Saflager W-34/70) e trés
repeticdes, perfazendo 15 parcelas
experimentais.

Cada parcela experimental constou de
um fermentador aberto de 4 L (béquer), 1 kg
de mosto de caldo de cana a 15,0 °Brix, 100 g
de fermento seco e um bastdo de polipropileno
para desfazer a espuma formada no inicio da

C12H»011 +H, 0+ 1202, 2 12 CO2+ 12 H,0
342 18 384 528 216

Somando-se as massas de sacarose
consumidas nos processos de respiracdo e
fermentacao alcoodlica, obteve-se a massa total
de sacarose metabolizada pela levedura.

fermentacdo. A temperatura inicial do mosto
foi de 25 °C e o processo fermentativo
transcorreu na temperatura ambiente (29+1
°C).

Apos a inoculagdo, foram feitas oito
leituras hordrias da massa de mosto em
fermentacdo, utilizando para isso uma balanca
de precisdo (Gehaka BG 2000). A diferenca
entre a primeira € a oitava leitura correspondeu
a massa de gas carbonico produzido durante o
processo respirofermentativo.

O teor alcodlico do fermentado foi
obtido pelo método da destilagdo por meio de
um destilador de bancada (Buchi K355) ¢ o
teor alcodlico do destilado foi avaliado em
densimetro digital (Mettler Toledo DM 45).

A partir da determinagdo do teor
alcodlico do fermentado, foi calculada a massa
de etanol produzida na fermentagao alcoolica.
Com esse resultado e utilizando a equacao
estequiométrica da fermentacdo alcodlica
(Equagdo 1), mensurou-se a massa de sacarose
consumida e a massa de gis carbonico
produzida durante o processo de fermentagdo
alcodlica.

C12H22011 + H20 > 4 C;HsOH +4 CO2 (1)
342 18 184 176

Conhecendo a massa total de gas
carbOnico produzida durante o processo
respirofermentativo e a massa de gas
carbonico produzida durante o processo de
fermentacdo alcoodlica, foi possivel obter por
diferenca a massa de CO; produzida durante a
respiracdo. Com esse dado e usando a equagao
estequiométrica simplificada da respiragdo
(Equagdo 2), foi calculada a massa de sacarose
consumida durante o processo de respiracao.

2

O agucar de referéncia usado para os
calculos foi a sacarose por ser o carboidrato
predominante no caldo de cana.

O mosto de caldo de cana foi analisado
para os seguintes parametros: sélidos soluveis
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(refratometro digital marca Reichert, modelo
1i300); pol (polarimetro marca Anton Paar,
modelo MCP 200); pureza (pol/Brix); pH
(pHmetro marca Tecnal, modelo TEC-5).

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo a analise
estatistica realizada por ANOVA e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (0=5%)
(VIEIRA, 2006).

Tabela 1. Composi¢ao do mosto de caldo de cana.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentra¢do de solidos soluveis do
caldo de cana usado no preparo dos mostos foi
de 21,8 °Brix. Apds a padronizagdo com agua
de torneira filtrada em celulose e carvao ativo,
0 mosto apresentou as caracteristicas fisico-
quimicas descritas na tabela 1.

Analises Resultados
Solidos soluveis (°Brix) 15,00
Pol (% m/m) 12,76
Pureza (%) 85,07
pH 5,31

Os valores apresentados na Tabela 1
mostram que o mosto estava adequado para o
processo  fermentativo em termos de
concentracdo de soélidos soluveis, sacarose ¢
pH (ROSA; SOARES JUNIOR; FARIA,
2016).

As leveduras de panificacio e
cervejeira de alta fermentacdo (ale)
apresentaram um padrao diferente de produgao
de CO; em relagao as leveduras de vinho
(branco e tinto) e cervejeira de baixa
fermentagdo (lager) (Figura 1). As primeiras
tiveram um pico de producao na segunda hora
de processo, quando atingiram taxas acima dos
40 g/h, enquanto que as demais se aproximam
de 20 g/h. As leveduras de panificagdo tem

como principal objetivo promover a expansao
da massa de pao por meio do CO; produzido a
fim de formar alvéolos na rede de gluten, o
que contribui para a maciez do alimento. J4 as
leveduras ale  provavelmente foram
favorecidas pela temperatura ambiente durante
o processo fermentativo (29+1 °C).

Esta rdpida producdo de gés carbdnico
pode ser uma caracteristica das leveduras de
panificacdo e cervejeira de alta fermentacdo e
tem reflexo na taxa respiratéria como sera
visto mais adiante. Resultados semelhantes
foram obtidos por Venturini Filho et al. (2014)
quando trabalharam com mosto de cana e uva
a 15 °Brix e levedura de panificacao.

Figura 1. Cinética da produgdo de gas carbonico das leveduras de vinho branco, vinho tinto,
cerveja de alta fermentagdo, cerveja de baixa fermentagado e pao.
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Os dados da Tabela 2 mostram a
sequéncia dos calculos efetuados. As leveduras
de pao e cerveja de alta fermentagdo foram as
que apresentaram as  maiores  taxas
respiratorias, enquanto que as leveduras de
cerveja de baixa fermentacdo e a de vinho
branco foram as que menos respiraram. Esses
resultados estdo em acordo com as
observagoes de  Kockova-Kratochvilova
(1990) que relatou que as leveduras de
panificagdo e as cervejeiras de alta
fermentacdo apresentam metabolismo aerdbio
semelhantes entre si e superior em relacdo as
leveduras de destilaria, vinho e cervejeira de
baixa fermentacao.

As leveduras que apresentaram o
metabolismo aerobio mais intenso foram as

que menos produziram etanol. Da mesma
forma, as leveduras que apresentaram o
metabolismo anaerdbio mais intenso foram as
que mais produziram etanol. J4 o metabolismo
respirofermentativo mais intenso, mensurado
na forma de sacarose consumida durante os
processos de fermentacdo e respiracdo, foi
realizado pela levedura de pao e de vinho
tinto, enquanto que a menor taxa metabodlica
foi apresentada pela levedura de vinho branco
(Tabela 2). Como porcentagem de sacarose
fermentada mantém relacdo (inversa) com a
porcentagem de sacarose respirada, os valores
da analise de varidncia s3o 0s mesmos para
ambos metabolismos (Tabela 3).

Tabela 2. Quantificacdo da sacarose respirada e fermentada por levedura de vinho branco, vinho
tinto, cervejeira de alta fermentacdo (ale), cervejeira de baixa fermentagdo (lager) e de

panificagdo.
Levedura de vinho Levedura de cerveja Levedura de
Branco Tinto Ale Lager Panificacio
TA (% v/iv)*  731b 7,34 Db 6,92 c 7,57 a 7,13 be
E (g) 59,73 59,50 55,68 61,65 57,26
CO:F (g) 57,14 56,91 53,26 58,97 54,77
SF (g) 111,03 110,58 103,49 114,59 106,43
CO2FR (g) 75,16 85,65 91,16 79,35 93,62
CO2R (g) 18,03 28,74 37,91 20,38 38,85
SR (g) 11,68 18,61 24,55 13,20 25,16
SFR (g)* 122,70 ¢ 129,20 ab 128,04 b 127,79 b 131,59 a
TSF (%)* 90,48 a 85,59b 80,83 c 89,67 a 80,88 ¢
TSR (%)* 9,52 ¢ 14410 19,17 a 10,33 c 19,12 a

TA = Teor alcodlico; E = Massa de etanol produzida na fermentacdo; CO, F = Massa de CO, produzida na
fermentagdo; SF = Massa de sacarose consumida na fermentagdo; CO, FR = Massa de CO; produzida na fermentacdo e
respiragdo; CO, R = Massa de CO; produzida na respiragdo; SR = Massa de sacarose consumida na respiragdo; SFR =
Massa de sacarose consumida na fermentagdo e respira¢do. TSF = taxa de sacarose fermentada; TSR = taxa de sacarose

respirada; *Teste de Tukey (a=5%).
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Tabela 3. Andlise de variancia dos resultados de teor alcodlico (% v/v), sacarose consumida na
fermentagdo e respiragdo (g), taxa de sacarose fermentada (%) e taxa de sacarose

respirada.
Teor alcodlico (% v/v)
CV GL SQ QM F p
Tratamento 4 0,706 0,176 26,305 <0,001
Residuo 10 0,0671 0,00671
Total 14 0,773
Sacarose consumida na fermentacio e respirac¢ao (g)
Tratamento 4 126,988 31,747 22,443 <0,001
Residuo 10 14,145 1,415
Total 14 141,134
Taxa de sacarose fermentada (%)
Tratamento 4 256,426 64,107 212,808 <0,001
Residuo 10 3,012 0,301
Total 14 259,439
Taxa de sacarose respirada (%)
Tratamento 4 256,426 64,107 212,808 <0,001
Residuo 10 3,012 0,301
Total 14 259,439
Excecdao feita a levedura de vinho 4 CONCLUSOES

branco, todas as demais apresentaram massa
de sacarose consumida durante os processos de
fermentagdo e respiragdo acima da quantidade
de sacarose existente no mosto. Isso pode ser
explicado pelo fato da quantidade de agucares
(glicose, frutose e sacarose) presente no mosto
ser superior a quantidade de sacarose calculada
pela Pol (127,6 g).
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