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Fermentação alcoólica
Objetivos: 
· Observar o desenvolvimento de um processo de fermentação alcoólica, medindo-se o consumo de substrato e a produção de etanol e CO2;
· Calcular o fator de rendimento do processo e verificar o balanço estequiométrico da reação;
· Verificar a inibição do processo fermentativo por fluoreto. 
Materiais/equipamentos
· 16g fermento biológico;
· 2 frascos Erlenmeyer 250 mL;
· 1 proveta 100 mL;
· 1 proveta 50 mL;
· 3 pipetas graduadas 5 mL;
· 3 pipetas graduadas 10 mL;
· 2 pipetas graduadas 1 mL;
· 1 pipeta volumétrica 0,5 mL;
· .2 balões volumétricos 25 mL;
· Cuba plástica para banho de gelo;
· 8 tubos de centrífuga de 15 mL;
· 1 estante para tubos de ensaio;
· 10 tubos de ensaio de 15 mL;
· 30 mL reagente DNS (Miler, 1959);
· 10 mL solução de fluoreto de sódio 1M;
· 20 mL meio YED (1,4% extrato de levedura e 14% de glicose).
Metodologia
1. Identificar dois frascos Erlenmeyer de 250 mL: primeiro frasco – “Sem NaF”; segundo frasco – “Com NaF”;
2. Em cada um dos frascos, preparar uma suspensão de fermento biológico, conforme segue:
a. Frasco “Sem NaF”: 8g fermento + 92 mL água;
b. Frasco “Com NaF”: 8g fermento+87 mL água+5mL solução de NaF 1M;
3. Com os frascos Erlenmeyer em um banho de gelo, adicionar 10 mL de meio YED em cada um deles. De cada frasco, retirar uma alíquota de 3 mL e transferir para tubos de centrífuga de 15 mL, identificados como “Sem NaF 0h” e “Com NaF 0h”, de acordo com o Erlenmeyer do qual a alíquota foi retirada. Manter os frascos de centrífuga no banho de gelo até o momento da centrifugação;
4. Enxugar os frascos Erlenmeyer e pesar em balança com precisão de 0,001g. Anotar as massas iniciais;
5. Deixar os frascos Erlenmeyer na bancada por 45min, agitando-os a cada 10 min e observado se há desprendimento de gás;
6. Centrifugar, a 2000 rpm por 5 min, as alíquotas colocadas nos frascos de centrífuga. Coletar o sobrenadante e reservar (manter em banho de gelo) em tubos de ensaio identificados conforme os frascos de centrífuga;
7. Após o tempo de fermentação, medir e anotar a massa final dos frascos Erlenmeyer deixados na bancada;
8. Colocar os frascos Erlenmeyer em banho de gelo e retirar, de cada um deles, alíquotas de 3 mL, transferindo-as para tubos de centrífuga de 15 mL, identificados como “Sem NaF final” e “Com NaF final”, de acordo com o Erlenmeyer do qual a alíquota foi retirada (ver observação (a);
9. Repetir o passo 6 para as alíquotas retiradas após o término da fermentação;
10.  Reservar e identificar 5 tubos de ensaio, sendo 1 para o branco e 1 para cada uma das quatro alíquotas coletadas nos passos acima; 
11.  Diluir as alíquotas de “0h” e “final” (usar os sobrenadantes dos centrifugados) de forma a possibilitar a leitura de absorbância conforme curva de DNS fornecida pelo professor;
12. Em cada tubo de ensaio, adicionar 3 mL de reagente DNS e 1,5 mL da amostra correspondente, sendo:
a. [bookmark: _GoBack]Branco: 1,5 mL de água;
b. “Sem NaF 0h”: 1,5 mL amostra diluída;
c. “Com NaF 0h”: 1,5 mL amostra diluída;
d. “Sem NaF 1h”: 1,5 mL amostra diluída;
e. “Com NaF 1h”: 1,5 mL amostra diluída;
13. Colocar os tubos de ensaio em banho-maria a 100°C por 5 min, resfriando em seguida em água à temperatura ambiente;
14. Fazer a leitura de absorbância de cada tubo (zerar o espectrofotômetro com o branco) a 540 nm e anotar os resultados.
Obs.: 
(a) Após identificar com o nome do grupo, entregar os frascos Erlenmeyer mencionados no passo 8 para o professor, pois serão usados na próxima semana na segunda parte do experimento.
(b) para o relatório, incluir (além de toda a discussão pertinente aos resultados obtidos) os cálculos de massa de açúcar consumido e de produtos gerados, comparando os dados obtidos com a estequiometria esperada da reação. Calcular também o fator de rendimento (ou “fator de conversão”) de substrato em produto – Yp/s, conforme segue:
Yp/s=
Em que:
P…concentração de produto;
S...concentração de substrato;
Os índices “i” e “f” referem-se, respectivamente, aos tempos inicial e final da fermentação.
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