ANAIS ESALQ. Piracicaba-SP. 48:1-21, 1991 1
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ADICAO DE BENZOATO
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RESUMO: O efeito da adic¢do de benzoato de sédio
sobre a fermentagdo alcodlica de meio de melaco
de cana-de-ag¢lcar com 15% de aglcares redutores
totais foi estudado utilizando a levedura in-
dustrial Saccharomyces cerevisiae M-300-A. Fo-
ram adicionados 7,5 miligramas de benzoato de
s6dio para 0,8 gramas de levedura seca durante
0, 2, 4 e 6 ciclos fermentativos. Com a adicgdo
de benzoato ocorreu aumento na produgdo de eta-
nol, redugdo do crescimento da levedura e dos
teores de glicerol e dos alcoois n-propilico,
isobutilico e isocamilico. O inibidor ndo provo-
cou redugdo da viabilidade celular e apds a re-
tirada do inibidor a levedura voltou a apresen-
tar crescimento. Este fato sugere a possibili-
dade do uso do benzoato em destilarias de al-
cool combustivel.

Termos para Indexacdo: etanol, fermentagao al-
codlica, benzoato, melacgo.
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ENHANCEMENT IN ETHANOL PRODUCTION FROM CANE
MOLASSES BY BENZOATE ADDITION

ABSTRACT: The effect of the addition of sodium
benzoate on alcoholic fermentation of molasses
medium with 15% total reducing sugars was
studied by using industrial yeast Saccharomyces
cerevisiae M-300-A. Sodium benzoate was added
at the rate of 7.5 miligram to 0,8 grams of dry
yeast during 0, 2, 4 e 6 fermentative cycles.
The addition of sodium benzoate resulted in an
increase in ethanol production and a reduction
of yeast growth and glycerol and n-propylic,
isobutylic and isoamylic alcoholic contents.
The inhibitor did not reduce cell viability;
soon after its removal the yeast returned to
grow. This fact suggests the possibility of
using the benzoate in distilleries.

Index Terms: ethanol, alcoholic fermentation,
benzoate, molasses.

INTRODUGAO

No Brasil, o etanol é& uma fonte de
energia alternativa que tem sido usada como
combustivel para autombéveis desde 1979 com
grande sucesso. Para melhorar o rendimento da
fermentagdo etandélica e por conseguinte aumen-
tar a produgdo de etanol, selegdo e isolamento
de leveduras que toleram altas temperaturas e
alta concentragdo de aglcares tem sido feita
(SANTOS, 1988; ERNANDES et alii, 1990).

. Também foram estudadas as caracteris-
ticas da composigdo das leveduras. GIUDICI et
all@ (1983) relataram que uma correlagdo linear
positiva entre o teor de &cido oleico e a pro-
dutividade de etanol em 22 1linhagens de
Saccharomyces cerevisiae, enquanto gque WATSON
(1?82) relatou que células enriquecidas con
&4cidos graxos insaturados produziram altas con-
centracdes de etanol. NAGAR-LEGMANN & MARGALITH
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(1987) relataram que a levedura altamente fer-
mentativa ndo apresentou acidos graxos poliin-
saturados como linoleico e linolénico. E também
OHTA & HAYASHIDA (1983) verificaram que a adi-
¢do de ergosterol e &cido oleico provocou au-
mento na produgdo de etanol durante a fermenta-
cdo de "sake" além de reduzir o tempo da fer-
mentagéo.

Outras possibilidades para se aumen-
tar a produgdo de etanol foram relatadas como
a adigdo de o6leos vegetais (SAIGAL &
VISHWANATHAN, 1983), ferrocianeto (ODERINDE et
alii, 1986), 1leite desnatado (PATIL et alii,
1986) e 6leo de soja (ALTERTHUM & CRUZ, 1987).
Sendo que a adicdo de sais de magnésio (DOMBEK
& INGRAM, 1986) e de calcio (NABAIS et alii,
1988) melhoraram a toler@ncia das leveduras ao
etanol durante a fermentagdo alcodlica e que a
adigdo de ergosterol a mosto de uva aumentou a
fermentagdo do aglcar em condigdes anaerdbicas
(LARUE et alii, 1980).

Uma outra possibilidade de aumentar
a produgdo de etanol & reduzir a formagdo de
massa celular pelo uso de inibidores metabdli-
cos (AMIM et alii, 1984; GUTIERREZ, 1989), mas
infelizmente ocorre perda de viabilidade celu-
lar, o que impossibilita o uso no sistema atual
de reciclagem de fermento utilizado no Brasil
para a produgdo de etanol.

No presente trabalho um aumento sig-
nificativo na produgdo de etanol a partir do
melago é apresentado pela adigdo de benzoato de
sédio sem ocorrer perda de viabilidade celular.

MATERIAL E METODOS

Levedura: foi utilizada uma linhagem industrial
de Saccharomyces cerevisiae M-300-A, fornecida
pelo Departamento de Genética da Escola Supe-
rior de Agricultura "Luiz de Queiroz" da Uni-
versidade de Sdao Paulo. A levedura foi multi-
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plicada anaerobicamente em meio de melago com
3% de aclcares redutores totais, pH 5.0, suple-
mentado com 150 ppm de nitrogénio amoniacal na
forma de sulfato de aménio e 100 ppm de fésforo
na forma de fosfato dibasico de potéassio, e es-
terilizado a 121°C durante 20 minutos. A multi-
plicagdo foli realizada a 25 * 1°C durante 36
horas com agitagdo ocasional. A levedura foi
centrifugada e lavada com &agua gelada. Foram
colocados em cada tubo de fermentag¢do 0,8 gra-
mas de levedura com base na matéria seca.

Meio de melaco para fermentacio: melago de
cana-de-agicar da Usina MB do Estado de S&o
Paulo, safra 89, foi diluido até 15% de acgica-
res redutores totais, pH acertado a 4.0 com
solugdo de &cido sulfirico e esterilizado a
121°C durante 20 minutos. O meio foi suplemen-
tado com 1,0 grama de sulfato de ambénio e 0,55
gramas de fosfato dibasico de potassio por
litro.

Ensaio de fermentacdo: foram realizados dois
ensaios. No primeiro, 50 ml de meio de melago
com 15% de aglcares redutores totais contendo
150 ppm de benzoato de sédio foram adicionados
ao fermento de uma sé vez. No segundo, 20 ml de
uma solugdo de 375 ppm de benzoato de sédio
foram adicionados ao fermento e em seguida fo-
ram adicionados 10 ml de meio de melaco a 21%
de aglcares redutores totais por hora até 50
ml. Nos dois ensaios a fermentacdo foi reali-
zada a 32 + 1°C em frascos cilindricos de 150
ml, em duplicata, e na presenga do inibidor
benzoato durante 0, 2, 4 e 6 primeiros ciclos
de fermentagdo. Os frascos foram pesados de
hora em hora para verificar a produgdo de gés
carbdnico e o final da fermentacdo. O tempo de
fermentagdo foi de cerca de 8 horas nos dois
ensaios. Apbés o final da fermentagdo, foram
coletadas amostras para determinar a viabili-
dade celular e o meio fermentado foi centrifu-
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gado sendo o sobrenadante utilizado para as
andlises de etanol, glicerol, alcoois superio-
res e aglcares redutores residuais e a levedura
foi reutilizada durante oito ciclos fermentati-

VOS.
ANALISES

Viabilidade celular: foi determinada de acordo
com PIERCE (1970) utilizando azul de metileno
como indicador.

Etanol: foi determinado por densimetria segundo
AMORIM et alii (1979).

Glicerol: foi analisados colorimetrimente se-
gundo descrito em ZAGO et alii (1989).

Alcoois superiores: foram identificados e quan-
tificados por cromatografia em fase gasosa (CG-
17) como descrito em GUTIERREZ (1988).

Actcares redutores: foram determinados pelo mé-
todo de Somogyi-Nelson adaptado por AMORIM et
alii (1982).

Andlise estatistica: foi adotado o delineamento
inteiramente casualizado com oito repetigdes
segundo GOMES (1970).

RESULTADOS E DISCUS Si\Q

Na Tabela 1 & apresentado o efeito da
adigdo do inibidor benzoato junto com a adigéo
do meio de melago de uma Gnica vez. Com a adi-
¢do do benzoato durante os dois primeiros ci-
clos (tratamento B) j& ocorreu aumento ndo sig-
nificativo (p > 0,05) na produgdo de etanol e
redugdo significativa (p < 0,05) no teor de
glicerol e no peso Gmido do fermento sem ocor-
rer alteragcdo significativa na viabilidade
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Tabela 1 - Efeito do benzoato de sédio com adig¢do dnica do meio
de melago com 15% de ART sobre a fermentagdo alcoblica

(médias de 8 ciclos fermentativos).

TRATAMENTOS*

COMPONENTES

A B C D C.V. dms 5%
Etanol 7,80 7,95 8,07 8,12 2,56 0,205
(% vol.)
Glicerol 0,76 0,70 0,66 0,63 6,12 0,042
(g/100 ml)
Peso Gmi- 7,79 7,05 6,75 6,57 5,35 0,379
do (g9)
viabili- 95,85 95,45 95,91 94,71 3,93 5,113
dade (%)
N-Propi- 50,6 36,8 26,7 19,3 27,59 9,269
lico (mg/1)
Isobuti- 54,3 48,7 47,3 39,3 22,16 10,569
lico (mg/1l)
Isocami~ 79,5 71,2 61,2 52,7 13,80 9,182

lico (mg/1)

* Tratamentos: (sem inibidor)
(inibidor nos dois primeiros ciclos)

(inibidor nos quatro primeiros)

o0 w >

(inibidor nos seis primeiros)
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celular. Com a adig¢do do benzoato nos quatro
ciclos iniciais (tratamento C) e seis ciclos
(tratamento D) ocorreram aumentos significati-
vos (p < 0,05) na produgdo de etanol e redugdes
significativas (p < 0,05) nos teores de glice-
rol, d4lcoois n-propilico, isobutilico e isocami-
lico e no peso Gmido do fermento. Em todos os
tratamentos com adigdo de benzoato ndo ocorreu
redugdo significativa (p < 0,05) na viabilidade
celular. Comparando-se os tratamentos C e D nado
se observa aumento significativo na producio de
etanol e redugdo significativa nos teores de
glicerol e do peso Gmido.

Na Tabela 2 sdo apresentados os teo-
res de etanol, glicerol, &lcoois n-propilico,
isobutilico e isoamilico, o peso Gmido do fer-
mento e a viabilidade celular de fermentagdes
com adigdo inicial do inibidor benzoato e adi-
¢do parcelada do meio com 10 ml por hora até 50
ml. Com apenas duas adig¢des do inibidor (trata-
mento B) ocorreu aumento da produgdo de etanol
embora ndo significativa (p > 0,05), porém
ocorreu redug¢do significativa na formagdo de
glicerol, do peso Gmido do fermento e do &lcool
n-propilico sem alterar significativamente a
viabilidade celular. Com a adig¢do de inibidor
nos quatro primeiros ciclos (tratamento C)
ocorreram aumentos significativos (p < 0,05) na
producido de etanol e redugdo no glicerol, peso
Gmido e nos &lcoois n-propilico, isobutilico e
isoamilico, ndo se observando efeitos sobre a
viabilidade celular.

Nio se observa na Tabela 2 efeito
benéfico significativo com o auamento do namero
de ciclos de benzoato de quatro (tratamento C)
para seis (tratamento D).

Comparando-se os dados das Tabelas 1
e 2 observa-se uma nitida vantagem da adigéo
parcelada do meio sobre a adigdo Gnica tanto no
tratamento testemunha como com inibidor. Ocor-
reu maior producdo de etanol e do crescimento
do fermento com menor formagdo de glicerol.
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Tabela 2 - Efeito do benzoato de sb6dio com adigdo parcelada de

meio de melago sobre a fermentagdo alcodlica. (Média
de 8 ciclos fermentativos).
TRATAMENTOS*
COMPONENTES
A B o] D C.V. dms 5%

Etanol 8,13 8,27 8,36 8,38 2,83 0,219
(% vol.)
Glicerol 0,58 0,50 0,46 0,43 8,00 0,037
(g/100 ml)
Peso dmi- 9,80 8,14 7,82 7,68 10,96 0,857
do (g)
viabili- 93,15 96,66 96,82 96,52 3,75 3,618
dade (%)
N-Propi- 42,5 29,0 21,4 17,6 23,44 6,058
lico (mg/1)
Isobuti- 41,7 37,7 35,0 28,8 14,39 4,818
lico (mg/1)
Isoami- 80,4 71,5 65,2 52,5 13,88 8,749

lico (mg/1)

* Tratamentos:

A

C

(sem inibidor)

(inibidor nos dois primeiros ciclos)

(inibidor nos quatro primeiros)

(inibidor nos seis primeiros)
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O efeito do benzoato sobre o cresci-
mento da levedura em oito ciclos fermentativos
pode ser visto na Figura 1. Com a adigdo do
inibidor nos dois primeiros ciclos ocorreu
redugdo do peso Gmido do fermento e o efeito
prolonga-se por mais dois ciclos e a partir do
592 ciclo iniciou-se uma recuperagdo do fermento
atingindo um madximo no 82 ciclo. Fendémeno seme-
lhante se repetiu com os tratamentos com adigéao
nos 4 e 6 primeiros ciclos, demonstrando que o
inibidor se acumula na levedura ou apresenta um
efeito prolongado sobre o metabolismo da leve-
dura.

A formacgao de glicerol é afetada pela
adicdo do benzoato durante os 8 ciclos fermen-
tativos como pode ser visto na Figura 3. Ocorre
redugdo de glicerol com a adig¢do do inibidor,
porém, retirando-se o inibidor, o teor de gli-
cerol torna a aumentar.

Comparando-se as Figuras 1, 2 e 3 po-
de ser observado que, com a diminuigdo do gli-
cerol e do peso Gmido ocorre maior producgdo de
etanol. Em relagdo ao etanol (Figura 2), nota-
se que mesmo apds a retirada do inibidor a pro-
dugdo de etanol continua maior do que a teste-
munha.

Nas Figuras 4 e 5 pode-se observar o
efeito do benzoato sobre a produgdo dos alcoois
n-propilico e isoamilico, respectivamente.
Ocorre redugdo desses alcoois enquanto a pre-
senga do inibidor. Retirando-se o inibidor a
produgdo aumenta e atinge valores prdéximos da
testemunha.

O benzoato & um preservativo de largo
uso sendo mais efetivo contra leveduras do que
bactérias, sendo a agdo germicida devido a par-
te ndo dissociada da molécula, o que explica o
maior poder em meio dcido (DESROSIER, 1970). No
caso de ser utilizado nas fermentagdes alcodli-
cas é uma vantagem pois apés o tratamento &cido
do fermento, o pH do inicio da fermentagdo &
normalmente baixo.
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NORDSTROM (1966 e 1968) relatou que
a formagdo de glicerol & dependente do cresci-
mento da levedura, demonstrando que 0,69 gramas
de glicerol sdo formados por grama de matéria
seca produzida pela levedura. Nas Tabelas 1 e
2 pode-se observar uma queda do teor de glice-
rol que acompanha a redugdao do peso Gmido do
fermento evidenciando a relag¢do entre glicerol
e crescimento da levedura. A levedura reduzindo
o crescimento e a produgdo de glicerol passa a
produzir maior quantidade de etanol confirmande
observagdes de GUTIERREZ (1989).

A sintese de glicerol também esta
relacionada com a formacdo de acido succinico;
com a reducgdo da formagio desse &cido ocorre
reducdo na produgdo de glicerol e aumento na
produgdo de etanol (OURA, 1977). Os precursores
para a sintese do &cido succinico pela via
oxidativa sd8o o acido oxaloacético e acetil-
coenzima-A. A formagdo do acido oxaloacético é
realizada pela piruvato carboxilase, enzima que
é ativada por acetil-coenzima-A (PALACIAN et
alii, 1966; CAZZULO & STOPANI, 1968). Dessa
forma a reducdo do nivel de acetil-coenzima-A
deve ser acompanhada por redugdo do acido
succinico e do glicerol. GRIFFITH et alii
(1989) relataram que benzoato compete com
acetato pela formagdo de éster de coenzima-A e
assim reduzindo o nivel de acetil-coenzima-A
formada e portanto a atividade da piruvato
carboxilase. Uma outra enzima inibida por
benzoato & a tirosinase do cogumelo Agaricus
bisporus (MENON et alii, 1990). No presente
trabalho foi apresentado nas Tabelas 1 e 2 e na
Figura 5, uma reducdo na produgdo de &alcool
isoamilico com a adigdo de benzoato. Este fato
vem confirmar a menor formagdo de acetil-
coenzima~-A com o uso do inibidor pois para a
sintese de 4cido alfacetoisocapréico (precursor
da leucina e do &4lcool isoamilico) & necesséario
acetil-coenzima-A (LEHNINGER, 1970). Da mesma
forma, ocorreu redug¢do no &lcool n-propilico
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(Figura 4), provavelmente devido & menor forma-
cdo do Acido oxaloacético pela piruvato carbo-
xilase e portanto, menor produgdo de &cido
aspartico, que, ao lado da glicina, & um dos
precursores da treonina e do &lcool n-propi-
lico.

A redugdo na produgdo de Aalcoois
superiores pode ser uma outra vantagem com o
uso do benzoato na fermentagdo alcodlica, pois
possibiliota a obtengcdo de etanol de maior
pureza, embora reduza a produgdo de 6leo fusel.

Outros inibidores como 2,4-dinitrofe-
nol também reduzem &cido succinico (DURO &
SERRANO, 1981), a produgdo de matéria seca da
levedura e o teor de glicerol durante a fermen-
tagdo alcobdlica (AMIN et alii, 1985; GUTIERREZ,
1989). Porém, nesses trabalhos também ocorreu
diminuigdo da viabilidade celular das levedu-
ras, provavelmente porque o 2,4-dinitrofenol
afeta a sintese de ATP nas células das levedu-
ras, o gque nado ocorre com o benzoato. Assim,
embora a produgdo de etanol seja maior, o ini-
bidor 2,4-dinitrofenol ndo pode ser usado num
sistema de reciclo de fermento como & usado nas
destilarias brasileiras.

CONCLUSAO

A adig¢do de benzoato durante a fer-
mentagdo alcodlica provocou maior formagdo de
etanol, redugdo do crescimento da levedura e
menor produgdo de glicerol e de alcoois supe-
riores sem afetar a viabilidade celular.
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