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PROTOCOLO: DETERMINACAO DA FORCA FERMENTATIVA EM MEIO
TAMPONADO

1. OBJETIVO

Avaliar a vitalidade de células de levedura (Saccharomyces cerevisiae) através da
medicdo da taxa de produgcdao de CO: durante fermentacdo de sacarose em meio
tamponado, eliminando variagdes causadas por queda de pH.

2. PRINCIPIO DO METODO

Células vitalizadas apresentam maior capacidade de fermentar sacarose, produzindo
etanol e CO2. A medi¢cdo do volume de CO: liberado em tempo determinado, em
condi¢des padronizadas de pH, reflete diretamente a atividade metabdlica e vitalidade
fermentativa das células.

O uso de tampao fosfato estabiliza o pH durante o ensaio, permitindo:
e Tempos de ensaio prolongados (30-60 min)
e Maior precisao e reprodutibilidade

o Eliminagao de interferéncias por acidificagdo do meio

3. MATERIAIS E REAGENTES
3.1 Equipamentos:
e Centrifuga (minimo 4.000 rpm)
o Balanga analitica (precisao 0,001 g)
e Banho-maria com controle de temperatura (34°C)
e Frasco de Mariotte 2L (reservatorio de agua)
e Proveta graduada 250 mL (medi¢ao de volume deslocado)
e Frascos Erlenmeyer de 250 mL (ou kitassato)
e Rolhas de borracha perfuradas (vedagao)
e Tubos de vidro e mangueiras de silicone
e Presilha (pinca para mangueira)
e pHmetro

e CronOmetro
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3.2 Reagentes:
e Sacarose P.A.
o K:HPO: (fosfato de potassio dibasico)
o KH:PO: (fosfato de potassio monobasico)
o Agua destilada ou deionizada
3.3 Solugoes:
Solucao tampao fosfato 0,1 M (pH 6,0-6,5):
e KyHPO.: 11,6 g/L
e KH:PO4: 4,5 g/L
e Ajustar pH para 6,0-6,5 se necessario
e Autoclavar ou esterilizar por filtragao
Meio de teste:
e Sacarose: 20 g/L
e Tampao fosfato: 0,1 M, pH 6,0-6,5

e Volume: 100 mL por amostra

4. PROCEDIMENTO
4.1 Preparo da Amostra de Células:
1. Coletar amostra representativa do creme de levedura ou suspensao celular
2. Homogeneizar bem a amostra
3. Centrifugar a 4.500 rpm por 5 minutos
4. Descartar o sobrenadante
5. Pesar 1,0 g de massa umida (células centrifugadas)
Nota: Realizar em triplicata para cada amostra/tratamento.
4.2 Determinacao do Teor de Matéria Seca (MS):
Em paralelo, determinar o teor de matéria seca:
1. Pesar 1-2 g de massa imida em cadinho previamente tarado
2. Secar em estufa a 105°C até peso constante (~24h)
3. Calcular % MS = (massa seca / massa umida) x 100
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Solugdes em Bioprocessos

Valor tipico esperado: 25-35% MS

4.3 Montagem do Sistema de Medicao de CO::

Sistema proposto:

Erlenmeyer (fermentacao, 34°C)
| (mangueira)

Frasco Mariotte (2L, cheio de dgua, vedado)
| (mangueira com presilha)

Proveta 250 mL (coleta 4gua deslocada)

Metodologia — Forga Fermentativa

A Figura 1 mostra esquematicamente o sistema utilizado para a determinagao da forca

fermentativa.

Figura 1. Sistema para a determinagdo da forca fermentativa

Passo a passo da montagem:

1. Preparar o Frasco de Mariotte:

o Conectar tubo de saida do frasco de Mariotte a mangueira de silicone

e Colocar presilha fechada na mangueira (evita saida de 4gua durante montagem)

e Encher completamente o frasco de Mariotte (2L) com 4gua destilada

o Fechar com rolha de borracha com um furo para permitir a entrada de didxido de

carbono proveniente do frasco erlenmayer.
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1. Preparar o Erlenmeyer de fermentacio:

e Transferir 1,0 g de massa iumida para Erlenmeyer de 250 mL utilizando o meio
de fermentacao contido no Erlenmeyer para garantir que toda a massa de célula
foi transferida.

e Adicionar 100 mL de meio de teste (20 g/L sacarose em tampao pH 6,0-6,5)
o Homogeneizar suavemente
e Fechar com rolha vedada contendo um furo para a saida de dioxido de carbono
1. Conectar o sistema:
o Conectar mangueira da saida do Erlenmeyer a entrada do Mariotte
e Verificar que todas as conexdes estdo bem vedadas
o Posicionar mangueira de saida do Mariotte sobre a proveta de 250 mL
o Sistema deve estar totalmente vedado antes de iniciar
4.4 Incubacao e Medicao:
Preparacao:
1. Colocar o Erlenmeyer no banho-maria a 34°C
2. Aguardar 2-3 minutos para estabilizagdo térmica
3. Verificar que o sistema esta vedado
Zeragem do sistema:
4. Remover a presilha da mangueira
Aguardar a 4gua cair do Mariotte até formar vacuo (cessa o fluxo)
Descartar a agua da proveta (volume morto do sistema)

Posicionar proveta limpa sob a mangueira

o =N

Iniciar crondmetro (to) quando comecar a borbulhar CO:
Durante o teste:
9. CO: produzido entra no Mariotte e desloca agua
10. Agua sai pela mangueira e cai na proveta
11. Medir o volume de 4gua deslocada nos tempos:
o 30 minutos (medigdo rapida)
o 60 minutos (medi¢do padrao recomendada)

Observacao: O volume de dgua deslocada corresponde ao volume de CO: produzido.
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4.5 Leitura Final:
1. Anotar o volume de agua (em mL) na proveta = volume de CO:
2. Medir pH final do meio (verificar eficacia do tampao)
3. Anotar temperatura (deve estar em 34°C)
4

. Descartar conteudo apropriadamente

5. CALCULOS
5.1 Forc¢a Fermentativa (FF):
FF=V_CO:/(MS x t)
Onde:
e FF = Forca fermentativa (mL CO./ g MS x h)
e V_CO: = Volume de CO: liberado (mL)
e MS = Massa seca de células (g)
e t=Tempo de ensaio (h)
5.2 Exemplo de Calculo:
Dados:
e Volume CO: em 60 min = 180 mL
e Massatmida=1,0g
e Teor MS =30%
e MS=1,0x030=03g¢g
e Tempo=60min=1,0h
Calculo:

FF =180 /(0,3 x 1,0) = 600 mL CO: / (g MS x h)
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6. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

6.1 Valores de Referéncia Orientativos:

V(flume A (L FF Classificacao Observaciao

min)

> 180 mL > 600 Excelente Células altamente vitalizadas

150-180 mL 500-600 Muito Boa Celulas em Gtimo estado
fisiologico

120-150 mL 400-500 Boa Células em bom estado

90-120 mL 300-400 Adequada Células funcionais

<90 mL <300 Baixa Regeneragao necessaria

Nota: Valores calculados para 0,3 g MS em 60 min. Ajustar conforme experiéncia de
cada processo.

6.2 Aplicacoes:
o Comparar FF antes e depois de tratamentos regenerativos (ex: aeragao)
e Monitorar FF ao longo de ciclos fermentativos com reciclo
e Avaliar impacto de diferentes matérias-primas na vitalidade
o Estabelecer valores minimos aceitaveis para cada processo

Ganho esperado apés regeneracio aerdbica: at¢ 40% de aumento na FF

7. CONTROLE DE QUALIDADE
7.1 Brancos e Controles:

e Branco: meio de teste sem células (verificar produgdo espontanea de CO: - deve
Ser Zero)

o Controle positivo: células frescas de in6culo conhecido (estabelecer referéncia)
7.2 Precisio:
o Realizar triplicatas para cada amostra/tratamento

e Calcular média e desvio padrao
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o Desvio padrao aceitavel: <10% da média
7.3 Valida¢do do Tampao:
e Medir pH inicial e final do meio
e ApH deve ser < 0,5 unidades para validar eficacia do tampao
e Se ApH > 0,5: aumentar concentragao do tampao ou reduzir tempo de ensaio
7.4 Validacao do Sistema de Medicao:
e Verificar veda¢ao antes de cada ensaio

e Confirmar que ndo ha vazamentos de CO2

e Checar formagao adequada de vacuo no Mariotte

8. OBSERVACOES E CUIDADOS

1. Vedacio perfeita: Garantir vedagdo completa em todas as conexdes (rolhas,
mangueiras) para evitar escape de CO:

1. Temperatura constante: Manter banho-maria rigorosamente a 34°C durante todo o
ensaio

1. Zeragem adequada: Descartar completamente a primeira 4gua que cai na proveta
apos remover a presilha

1. Homogeneizagao inicial: Células devem estar bem dispersas no meio antes de
fechar o sistema

1. Sem aeracao: Evitar aeracao da suspensao durante o teste (fermentagdao anaerdbica)
1. Limpeza rigorosa: Lavar todo material com 4gua destilada antes do uso

1. Posicio da proveta: Manter a boca da proveta abaixo do nivel de saida do Mariotte
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9. VANTAGENS DO METODO COM TAMPAO

Aspecto Sem Tampao

Tempo maximo viavel 20-30 min (queda pH)

Reprodutibilidade Moderada
Precisao Boa
Sensibilidade Limitada
Discriminagao entre .
tratamentos Baixa
Custo Baixo
Aplicagdo Rotina rapida
10. REGISTRO DE DADOS

Sugestiao de planilha de registro:

Massa o M Tempo
Data Amostra Umida MOS (milll))
(@ (@

Calculos automaticos sugeridos:
e MS (g) = Massa umida x (% MS / 100)
e Tempo (h) = Tempo (min) / 60
e FF=Vol. CO:/(MS % Tempo em h)
e Me¢édia FF (triplicatas)

e Desvio padrao
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Com Tampao Fosfato

60-120 min (pH estavel)

Alta

Excelente

Elevada

Alta

Ligeiramente maior

Vol.

Estudos detalhados
co. rp PH PH
in fim

(mL)



: \ Metodologia - Forga Fermentativa
o } i
7

\

\

\_,//
e Cocficiente de variagao (%)

11. REFERENCIAS TECNICAS
e M¢étodo adaptado de Pierce (1970) com modificagdes

e Me¢étodo adaptado do CT-Copersucar com modificagdes

12. NOTAS FINAIS

Este protocolo foi desenvolvido especificamente para avaliar o impacto de tratamentos
regenerativos (aeracao sem substrato) na vitalidade de células de levedura recicladas em
processos industriais de produgdo de etanol.

A metodologia permite discriminar com alta precisdo diferengas de vitalidade entre
células tratadas e ndo tratadas, sendo particularmente Util para validar estratégias
alternativas ao tratamento 4acido convencional.

Desenvolvido por: Silvio Roberto Andrietta

Aplicacao: Avaliagdo de vitalidade celular em processos fermentativos industriais
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