TECNOLOGIA DAS
FERME]@TAQ(”)ES

Processos Biotecnologicos

ESALQ / USP

PROF. SANDRA




Biotecnologia

e conjunto de conhecimentos que permite a
utilizacao de agentes biologicos
o (organismos, células, organelas, moléculas)

 para obter bens ou assegurar servicos.

Biologia

Quimica
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Uso e aplicacoes da
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B agricultura e bioenergia
u reagentes

# meio ambiente
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8 servigos
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B agricultura e bioenergia
W reagentes
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Oliveira, L. G. de; Mantovani, S. M.. (2009). Transformacdes
biologicas: contribuicdes e perspectivas. Quimica Nova, 32(3),
742-756. https://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422009000300018 ® meioambiente

W saude

» atividades diversas

o servigos
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Produtos de origem biotecnologica, por setor

Setores Bens e Servicos
Agricultura Adubo composto, pesticidas, silagem, mudas de plantas ou de
arvores, plantas com propriedades novas etc.
Alimentacao  Paes, queijos, picles, cerveja, vinho, proteina unicelular, aditivos,

Ind. Quimica
Eletronica
Energia

Meio Ambiente

Pecuaria
Saude

etc.

Butanol, acetona, glicerol, 4cidos organicos, enzimas etc.
Biosensores

Etanol, biogas

Recuperacao de petroleo, tratamento do lixo, purificacao da agua
etc.

Embrioes

Antibidticos, hormonios e outros medicamentos, vacinas,
reagentes e testes de diagnostico, etc.
http://www.ort.org.br/biotecnologia



Importancia
dos processos
fermentativos

Produto

Microrganismo

Queijo
logurtes

Manteiga

Bebidas alcodlicas ocidentais

Bebidas alcodlicas orientais
Produtos de panificacao
Picles, azeitonas, chucrute
Carnes fermentadas
Vinagre

Café

Cacau

Cha

Soja fermentada

Leveduras comestiveis
Gorduras

Desenvolvimento de sabor
Aromas

Proteinas unicelulares (SCP)

Ensilagem

Bactérias e fungos
Bactérias lacticas
Bactérias lacticas
Leveduras alcodlicas
Fungos e leveduras
Levedura alcodlica
Bactérias lacteas
Bactérias lacticas
Bactérias acéticas
Bactérias lacteas, etc.
Leveduras e bactérias

Enzimas oxidases

Fungos, leveduras e bactérias

Leveduras
Leveduras
Fungos

Fungos

Fungos, leveduras e bactérias

Bactérias lacteas




Evolucao historica

- Vinho e vinagre - 10.000 AC
10000-a.C.—preparo-de-queijo-(cabras) ~~Cerveja 5.000 = 6.000 AC Egito
8000 a.C. — preparacao de cerveja e vinho . P&o0 4.000 — 7.000 AC Egito

6000 a.C. — tabricagao de pao - Queijo e leite fermentado - 5.000 AC

- Soja fermentada - 3.000 AC China

http://dgta.fca.unesp.br/docentes/waldemar/antigos
1650 — aparecimento do microscf)pio Itecfer/processosfermentativos.PDF

1789 — Antoine Laurent Lavoisier descreve a quimica da fermentacao

1815 — Gay Lussac esclarece a reacao da fermentacéo alcoolica

1836 — 1839 — Berzelius e Liebig formulam a teoria da fermentacdo como
processo catalitico

1857 — Pasteur estabelece a teoria vitalista da fermentacao

1871 — Pasteur mostra que o levedo vivo é necessario para a fermentacao

1898 — Harold Wager fornece descricOes gerais das células de diversas
leveduras

1908 — Harden e Young elaboram a equacéao global da fermentacao alcodlica



Representacao esquematica de um processo biotecnologico
iIndustrial genérico

Materias- | | Preparo do Agentes das
primas meio transformacdes
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Reator |— Controles
Subprodutos |[¢— Tratamentos |, Residuos
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Tratamentos dos
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Processo biotecnologico

Preparodo
meio de
cultura

Matérias—
primas

Biorreator

I

Tratamentos
finais

|

Subprodutos

Produtos
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Processo biotecnologico

 Tratamentos iniciais — upstream processes

d MP e meios de cultura

L agente da fermentacéao

d Fermentacao

1 Reator / fermentador

1 Controles

d Tratamentos finais — downstream processes

O Metodos de separacao

d Tratamentos de residuos
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Tratamentos 1niciais -

O

Matéria Prima e Agentes da

Fermentacao




Tratamentos iniciais: A. MP

o MP amilaceas
e MP sacarinas

e Celulosicas

dPreparo do mosto

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




7 )
Biomassa acucarada Biomassa amilacea Biomassa celulésica
(cana, beterraba) (milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
Trituragao Trituragao
Extragao por * 3
pressao ou difusdao
Hidrélise enzimatica I-|udrohsF achlda o
enzimatica
Solucgao acucarada fermentavel
Fermentagao
h 4
Destilacao
X )

Fonte: Elaboragdo de Luiz Augusto Horta Nogueira.
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A.1 Matérias-primas amilaceas

» Mandioca
» Milho

» Trigo

» Cevada

e Malte

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Matéria-prima (requisitos)

(1) teor de actcar fermentescivel

(2) preco de producao de acicar fermentescivel
(3) preco da sua transformacao

(4) quantidade existente (grande)

(5) facilidade de aquisi¢ao e transporte

(6) balanco energético
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................................. Mandioca
(Manihot esculenta)

Componentes Pelicula  Entrecasca%  Cilindro Raiz total %
parda % central %

Agua 60 — 70 % 70 — 80 60 — 70 60 — 70
Fécula o 15-20 25— 35 18 — 35
Acucares e 0,1-0,5 o e
Celulose 13-18 1,0-2,0 0,2-0,5 0,3-15
Proteinas 1,3-1,8 1,5-2,0 0,4-0,7 05-15
Mat. Graxas 1,5-2,0 02-04 0,1-0,2 0,1-0,3
Cinzas 2,0-3,0 0,7-1,0 0,5-0,8 05-172
Né&o dosadas 1,0-2,0 2,3—2,8 0,1-0,2 0,5-1,0




Milho
@ ................................ (Zeamays) ...

[Elemento [ Porcentagem |

Agua 10,5 (9,2 — 15,4)

Solidos Totais 89,5 (78 — 96)

Carboidratos totais 70,5 (60 — 78)

Amido Duro Endosperma Amido 66,5 (56 — 78)

S Fibras totais 2,52 -4)

Pelicula Matéria Nitrogenadas (zeina) 11,0 (6 —12)

Matéria graxa 4,0 (3,0-6,0)

Celulose 3,0(1,0-8,5)

Cinzas, % 1,5(1,0-2,5)
Amido de P,Os 0,3
coragio Kzo 0’3
Pelicula . MgO 011
(celulose) Embrido (%"E:Sillrf:s’e CaO 0,02

Hilo Citaminas) Vitaminas A, B1, B2 e E Variavel

Fonte: Watson (1987), Johnson (1991), Hoseney (1986) e Embrapa Milho e Sorgo (2000).
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Grinnlo de amido

35% em dgua fria, pll 6,5 € d0ppm de Ca" Hidrélise enzimatica do
amido na producao
_______ Amido hidratado industrial de xaropes

-amilase bacieriana, 1500 U K™, 105°C,
Gelatinizagio 5 i,

Amido gelatinizado (<1DE) ' s> %

Liguefagde
‘ 95, Zh
Amida liquefeita (11 DE)
0,3% D-glicose, 2,0% Maltose, 97,7%
oligossacarldecs
Sacarificagie | pH 4,5, glucosmilase, 150 U Kg', Amilase 2000
pululanase, 100 U ky™, 60°C, 72k K, 50 ppm Cu?¥pil
55 5500, d&h
¥ ¥
Xarope de glicose (99 Xarope de maltose
DE} {44 DE) CHoDH CH4aH
&% D-Glicose 4% D-Glicose LH o
1,3% Maltnsa 56% Maltoss @ 2% OH H —
0.5% isomaltose 28% Maltotriose 1 gy
1,0% curros 12% outros o ou
oligossacarfdens oligossacuridess Glicose Glicose

Gomes et al., 2007
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20%

Fonte: Wyman (1996).
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Alfa-
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Levedura ——»

N

Milho

{

Moagem

v

Liquefacao

v

Sacarificacao

v

Fermentacao

v

Destilacao

v

Desidratacao
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v
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1
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—b[ ResfriamEntu]—’ DDGS

4

Fonte: Wyman (199

6).
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Trigo (Triticum aestivum)

O

Ocupa o primeiro lugar em volume de producao mundial.
No Brasil, a producéo anual oscila entre 5 e 6 milhGes de
toneladas.

Proteina bruta 7 —18%
Amido 60 — 68%
Umidade 8 —18%
Extrato etéreo 1,5 — 2%
Minerais 1,5—-2%
Celulose 2 —25%

Lima, 2010 Matérias- primas dos alimentos
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Cevada (Hordeum vulgare)

> 409 cereal mais colhido no mundo

» Sacarificacdo == malte

Composicao da semente de cevada e do cereal moido

Sementes | , Cevada

Farinha 70,05

Cascas 18,75
Umidade 11,2

100,0

- Farinha

Amido 67,18
Matéria fibrosa (gluten,amido e lignina) 7,29
Gomas 4,62
Glaten 3,52
Albumina 1,15
Fosfato de calcio com albumina 0,24
Umidade 9,37
Perdas 1,49

100,00
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A.2 Matérias-primas sacarinas

» Beterraba acucareira

1 Composicao centesimal de raiz de beterraba acucareira

~ Componente | Minimo | Maximo |  Média
Umidade 78 82 80,5
Matéria seca 17 21 19,5
Cinza 0,9 1,25 1,13
Fibra e celulose 1,52 22 1,90
Matéria graxa 0,28 0,47 0,30
Acucares 12,5 16,7 14,5
Material nitrogenado 1,11 2.6 1,32
Nitrogénio 0,178 0,41 0,26

Fonte: HORSIN-DEON, 1900.
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Matérias-primas sacarinas

» Cana-de-acucar
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I Valores

Elementos Meadio
Agua, % 69 — 75 Variacdo (1) 74
Actcares, % 12 -20 13.5
Sacarose, % 11-18 12.2
Glicose, % 0,2-1 0,70
Levulose, % 0,2-0,5 0,40
Fibra, % 11-13 12,5
Celulose, % 6—8 6,88
Lignina, % 2-3 2.50
Pentosana ( xilana), % 2-3 2,50
Goma ( arabana), % 0.4 -0,7 0,62
Cinzas, % 0.35—0.8 0,65
Si0, mgKg 0,33
K.0 mgKg 1200 - 2500 | 0,16
P,0; mgKg 60 —300 | 0,09
Ca0 mgKg 100 —350 | 0,03
SO; mgKg 120 -300 | 0,03
N mgKg 200 - 600 | 0,01
MgO mgKg 44-200 | 0,01
Matéria Nitrogenadas, mg. Kg - 200 - 600 0,40
Aminoacidos (como ac. Aspatico), %o 0,10 a 0,30 0.20
Albumindides. % 0.07 a 0,15 0,12
Amidas, % 0,03a0,11 0,07
Gorduras e Ceras, mg. Kg 150 - 350 250
Substancias pécticas, gomas ¢ muscilagem 150 - 250 200
Acidos Organicos, mg. Kg 100 — 550 150

(%)



o

Cana

Bagaco

1 Caldeiras

Tratamento
quimico

Torta de filtro

Evaporacao

Centrifugacao

Acucar

v

Fermentacao

Vinhaca

Retificacao

Etanol Desidratacao
(hidratado)
Etanol
(anidro)

Foate: Seabra (2008).




SUBSTRATOS PARA FERMENTACAO

1. Fontes de carbono:

Carboidratos
v Cana de acucar, sorgo sacarino, etc.
Frutas - uva, laranja, jabuticaba, etc.
Malte - cevada, trigo, milho, etc.
Melaco - subproduto da fabricacao do acucar
Licor sulfitico - subproduto da fabricacé&o do papel

Ligno-celuldsicos - palha, bagaco cana, residuos madeira

DN N N N RN

Carboidratos puros - acucares e amidos - precos elevados

Oleos vegetais - soja, algoddo, palma - co-substratos
Alcoois - etanol, metanol
Alcanos - C12 - C14



2.

v
v

D N N NN

Fontes de nitrogénio
Inorganico - amonia e sais Qmﬁnio
Organica

v Liquido de maceracédo de milho - subproduto amido
Farinha de soja - subproduto da fabricacéo de 6leo
Extrato de levedura - preco elevado

Peptonas - preco elevado

Uréia - adubo

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016 29




Tratamentos iniciais:

B. PREPARO MOSTO

» Liquido acucarado passivel de ser fermentado

e Cuidados:

o Concentracao de actcares totais
o Acidez total e pH

o Suplementacao com nutrientes
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Preparo do mosto
— condicionar a MP p/ atender as exigéncias da fermentacéao
(Objetivos)
v eliminar impurezas grosseiras;
v eliminar particulas coloidais;
v preservar 0s nutrientes e equilibra-los (vitaminas, aminoéacidos, etc.);
v reducao da formacéo de espuma,;
v reduzir a contaminagao microbiana;

v teores adequados de Brix e acucar total (solidos), atraves de sua
concentracao;

v controle da acidez do meio (indireto - pH 2,5 de cuba) de da
temperatura.

v Remocao dos gases (bolhas aderidas aos flocos, reduzem a
velocidade de decantacéo)
Conseguéncias dos cuidados no tratamento do caldo
* maior eficiéncia do processo;
» economia de vapor e agua,;
* protecao dos equipamentos;
» continuidade do processo fermentativo em paradas eventuais de moagem.




Mosto Ideal

O

(1) Brix e Acucares Totais equilibrio
Brix - 14 a 28*%  — outras MP e Melago esgotado =====>  multiplicacao/
AT -10a 18% fermentacéao
(2) Acidez total e pH * outras MP e
melaco esgotado
pH - 4,5
levedura vs.  bactérias Acidez -2,0a2,5¢g/L
(sulfdrica)

(Saccharomyces

dos grupos do acido
e Hansenulas)

latico e acético

(3) Nutrientes

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016 32




Principais nutrientes e suas funcdes (fonte: Rodney e Greenfield (1984))

Nutrientes Funcoes

K Ativador enzimatico inclusive de reacdes da glicolise; estabilizador de membranas;
necessario para a absor¢do do H2P04 aumenta a tolerincia para i6nios toxicos,
inclusive H, controlando o pH intracelular; participa da absorcdo, por troca, de
cationios bivalentes (Zn ¢ Co).

Mg Ativador enzimatico no processo glicolitico de transferases e carboxilases; estimula a
absorcio de H2P04 incrementando a fermentacdo; mantém a integridade ¢
permeabilidade das membranas e regula o transporte de cationios bivalentes. Sofre
acdo antagdnica do Ca++.

Ca Parece ndo ser importante para fermentacdes € multiplicacdo. Mantém integridade da
membrana plasmatica em condi¢Ges adversas. Ativa ATPase em concentracdo 1 mM,
mas s¢ mostra inibidor a 10 mM. Inibe absor¢do de aminoacidos em conc. de 1 mM ¢
inibe o crescimento em conc. de 25 mM.

Ti Participa da glicolise e da sintese de vitaminas, sendo essencial ao crescimento ¢ a
fermentacdo. Ndo € substituido por nenhum outro ion em suas funcdes; € integrante
de desidrogenases, aldolases € desulfidrases. A absorcdo € reduzida, em pH abaixo de
5 ¢ ¢ efctuada mediante troca com 2 ions K+.

Mn Estimula a sintese de¢ proteinas ¢ tiarnina; aumenta o teor de desidrogenase.

Fe Participa do sitio ativo de diversas enzimas (hemoenzimas). Requerido para
multiplicacfo na concentracdo de 1 a 3 uM. Concentracdes de 10 a 15 pM inibem
crescimento ¢ fermentacdo.

Cu Integrante de algumas enzimas; em concentragcdes de 1 a 1,5 uM estimula
fermentacdo e crescimento, ja em conc. de 10 uM inibe o crescimento

Mo. Co, B | Estimulam crescimento ¢ fermentagdo em baixas concentragdes (1uM). Inibigdo com
concentracdes acima de SuM.




: Aminodcid >
(4) Compostos Nitrogenados minoacidos °

Levedura vs. Assimilacdo Arginina 11,0
Histidina 3,0

NH, > amidica —
L 11,4

(40 - 70 mgl/L) B

o _ . . Cistina 1,6

Distribuicdo de % de nitrogénio aminico .
em relagdo ao nitrogénio total: Triptotano 0.9
Tirosina 2.5

(5) Vitaminas

Preferéncia
VS. [> Vitaminas do complexo B (B1/B6)

Velocidade CO - sintese da vitamina B,
enzimatica
(6) Temperatura (7) Antissépticos

26 a 30°C (ate 35°C) - reduz a viabilidade bacteriana e multiplicagao

Ac. Sulfurico e antibiotico (Kamuran)



MosSto

o temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido, etc.

» CondicOes otimas:

» fontes dos elementos “principais”
o C,H, O,N

» fontes dos elementos “secundarios”
o P, K, S, Mg

e vitaminas e hormonios

» fontes de elementos “tracos” (quantidades minimas)
o Ex. Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, etc.

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Melo de cultivo

Meios naturais = a partir de extratos de plantas ou animais.
Composicao indefinida e variavel.

Meios sinteticos = meios quimicamente definidos

Industrialmente = custo do substrato € crucial
Outros: suprimento do substrato, disponibilidade, transporte, etc.

Alguns substratos utilizados: acucares, melacos, soro de leite,
celulose, amido, residuo como agua de maceracao de milho, metanaol,
etanol, alcanos, 6leos e gorduras, etc.



MICRORGANISMOS INDUSTRIAIS

O

Tipos de micro-organismos
v Bactérias - procariotos, quimioorganotroficos
v" Fungos - eucariotos, quimioorganotroficos

v Bolores

v’ Leveduras
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1. Tratamentos 1niciais

C. Agentes da Fermentacao:
LEVEDURAS

» Fungos do Filo Ascomycetes, da classe Hemiascomzycetes
o ordem principal da Saccharomycetales

o 10 familias no minimo

* Genoma de Saccharomyces cerevisiae
o Sistema modelo da genética molecular

O mecanismos basicos de replicacao sao convertidas na
recombinacao.
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— Familia 9;: Saccharomycetaceae

géneros

Arxiozyma, Citeromyces, Debaryomyces, Dekkera, Holleya, Kazachstania,
Kodamaea, Lodderomyces, Pachysolen, Saturnispora, Starmera,
Tetrapisispora, Williopsis, Zygosaccharomyces,

Espécies

|ssatchenkia - Issatchenkia terricola (Torulopsis dattila)

Kluyveromyces - Kluyveromyces thermotoleraes (Torulopsis dattila)

Pichia - Pichia etchellsii, P. spartinae, P. ohmeri, P. terricola

Saccharomyces cervisiae, S. bayanus, (estirpes: S.
uvarum, S. chevalieri, S. beticus, S. capensis), S.
cariocus, S. castellii, S. globosus.

Saccharomyces

Toluraspora - Torulaspora pretoriensis (Saccharomyces pretoriensis)




MORFOLOGIA DAS LEVEDURAS

» leveduras — unicelulares, frequentemente ovalis,

arredondadas e as elipticas.

o Comprimento: 5 - 16 micra

o largura: 3 - 7 micra

o afetado por deficiéncias: nutrientes, (P e Mg), vitaminas
(biotina, niacina, ac. pantoténico e piridoxina).
= Obs: 5 vezes maior que bactérias.

o permite a separacao na centrifugacao
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CITOLOGIA Diagrama de uma célula de S. cerevisiae

N

Pc = parede celular

Cb = cicatriz de brotamento
Mc = Membrana citoplasmatica
M = Mitocdndria

RE = Reticulo Endoplasmatico
N = nlcleo

V = Vaculolo




(1) Parede celatar —» 30% peso seco/célula;

e composicao: polimeros de glucana (“celulose”),
manana(‘goma”), quitina, lipideos, fosfatos e

esteroides.

» Aspecto: Poroso (filtros)/ seletividade, propriedades
para substancias < 4800 (peso molecular) até sitio
de absorcao.

e Enzimas Extracelulares: invertase, melibiase,

glucoamilase, etc. (translocacao e desdobramento

das fontes para utilizacao pelo citoplasma).




(2). Membrana citoplasmatica ou plasmalema

» Posicao: abaixo da parede celular e delimita em
seu interior todas as microestruturas e o
hialoplasma.

* Integridade e estabilidade — cations inorganicos
(Mg?*, Ca?* e K%).
* Permeabilidade seletiva (controle de translocacéo

de compostos do meio externo ao interior da
ceélula e vice-versa).




O

(3) Reticulo Endoplasmatico
» Ligada a sintese de proteinas.

(4) Vacuolo

» Membrana vacuolar — natureza lipoprotéica.
* Armazenador temporario

polifosfatos e lipideos
enzimas




(5) Mitocondria
* peguenas organelas com membrana dupla com
“‘invaginac@esinternas” (cristas);

» afuncao é conversao da energia aerobica (ATP);
sintese de proteinas e RNA.

(6) Ribossomos
» ligado a sintese protéica.

(ocorre no citoplasma)

T(7) A célula contém reserva de nutrientes.
» Glicogénio, lipideos,...

(8) Nucleo

* Cromossomos que sao desoxiribonucleoproteinas
e ribonucleoproteinas.




aparelho
golgi

|posomo’, /ﬁ”ﬁ,\ 3
cicatriz de
brotamento

Estruturas de uma
levedura tipica, como
a Saccharomyces
cerevisiae




REPRODUCAO EM LEVEDURAS

(a) brotamento ou gemulacao (multipticacao vegetativa) - assexuado -

(b) esporulacao (formacao de “ascos”) - sexuados sob estresse -
| PASE DEBROoTg, -
(a) brotamento b N
ADULTO
Ciclo vegetativo de \
leveduras alcodlicas. O /
(Horii, 1980) 24
S& DE MATURAGAO




Ciclo vital de S.
cerevisiae

(Bergey’s Manual,
2000)

Germinacgao

Reprodugao ‘ .’

Assexual

,,,,,,,,,,,,,

..........

Interacéo de
tipos sexuais
opostos

®C
® @
P

Meiose

Fusao Celular

Fusdo Nuclear

Reproducao
Assexual




/ESPORULACAO\

MEIOSE GERMINACAO

cicLO geLg W
DIPLOIDE MITOSE HAPLOIDE (@ (%)
e

Y

Esquema representando o ciclo de vida
de S. cerevisiae.
Fonte: Lucas C

Micrografia de microscopia electrénica mostrando 2
ascos de S. cerevisae, um deles tendo perdido o 4°
esporo

Fonte: Adaptado de Pack & Segal (2002) Mol. Cell.
Biol. 22(18): 6430-6440




O

Ascomycetos — ascosporos “ascos’:

(b) Esporulacao (reproducao)

Nucleo — Meiose — quatro ascosporos haploides
“ruptura do asco’
]
2N n (16 cromossomos)
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Metabolismo microbiano

O

Metabolismo = Toda atividade quimica realizada pelos microrganismos.

f

Dois tipos de Atividade -Liberagdo de energia;

<

- Utilizacao de energia.

.




Nutrientes
liberadores de
energia

Carboidratos
Gorduras
Proteinas

Metabolismo microbiano

L J

<musuoqemo

Produtos finais
pobres em energia

CO;
H.O
NH;

Macromoléculas

Proteinas
Polissacarideos
~ Lipidios

Acidos nucléicos

Energia
quimica

>

Y

ATP
NADPH

Y

¥

Anabolismo

Moléculas
precursoras

Aminoacidos

~ Acucares

Acidos graxos
Bases nitrogenadas




Metabolismo de levedura

7 —
catabolismo anabolismo
—_
respiraca degradacéao sintese de
°>do substrato material
fermentacao l celular
libera uso da energia
Energia > para sintese

(1) Respiracao — oxidacéao biologica de substratos organicos sob
sistemas multienzimaticos que catalisam a oxidacao — transporte de
elétrons na cadeia respiratoria onde ha ativacdo do oxigénio (aceptor e-)
e formacao de agua.

(2) Eermentacao — reac0es em que compostos organicos atuam como
substratos e como agentes de oxidacao, em uma sequéncia ordenada de
reacOes enzimaticas.




Respiracao celular

Processo de producao de energia a partir da degradacao

completa de compostos organicos energeéticos (ex.: glicose) a
compostos inorganicos (ex.: H20 e CO2).
— Com participacao de oxigénio: Respiracdo Celular Aerdbica

— Sem participacao de oxigénio: Respiracao Celular Anaerobica

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




FERMENTA(;A@

Mecanismo anaerdbio de producao
de energia que nao envolve cadeia

respiratdria ou citocromos

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016



Esquema representando o interrelacionamento das vias de degradacao
de carboidratos e a producao de etanol

glicose
------------- ’/.m o
glicose-1-P = glicose-8-P ribulose-5-P
\\x
1 “
glicogénio frutose-6-P “-,\
LY
“, MADPH,
ATP == —— e — GLICOLISE dcldos nucléicos
aminoécidos
1
dcido pirivico -
/ ATP
FERMENTAGAOQ
/ mitoc6ndria
Etanol
+
CO,




Glucose AT P

Stage |: Preparatory 4 (
reactions Hexonirase
Production of ADP
] glyceraidehyde-3-P Glucose-6- P
Bergey’'s Manual _—
(2000) :
(2000) Fructose-6- P AT P
Prosphofruciokirase (
ADP
P Fructose-16- P
Akiclicse
| Stage Ik Oxidaton  Glyceraldehyde-3- P
Making ATP; ms—’
making pyruvate P - Electrons —= NAD*
- isaoiei s [
ADP
pm(
AT P
*"
= ;*;‘qumdmhm
58 1 ‘3.’:.'.,1; Eaidisi el ;.'.,; fiii lm

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016



Glicolise

Fermentacgao Alcoolica

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016

Fermentacgao Lactea

02 > - 2 CGE

A4

Ciclo do acido citrico

e
Cadeia respiratoria

A 4

o8




Glicolise

N

000000 G @
D o 2&0&;13 -difosfoglicerato

2 %%“?Da

QOO -® Glicose 6-fosfato
0 2000 ® 3-fosfoglicerato
ﬂ @o
QOO @ Frutose 6-fosfato ®
%:&,'? 2000 2-fosfoglicerato
2@D 0
®- 00000 @ Frutose 1,6-difosfato z
E 2 fosfoenolpiruvato
(5) 2 {r vaf’ Dﬂ
® 900 —— QOO ® Gliceraldeido 3-fosfato
Dihidroxicetona @' 2Q0Q0Q 4cido pirdvico (piruvato)
fosfato (DHAP)

http //docplayer com. br/13036805 Metabollsmo energetlco-
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w Etanol
N $§ e » CO,
Acucares
Glicose S -
Frutose ' > Esteres
Maltotriose

Alcoois superiores
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A FERMENTA(;AO ALCOOLICA

_I_

[HEXOSE ]
FRUTOSE GLICOSE BIOMASSA

\ '
PROTEINAS
SACAROSE
K+
GLICEROL
PIRUVATO

AMINOACIDOS

Zn** Nl-y
AC.ORGANICOS :

AC.ORGANICOS succinco,
MALICO, PIROVICO
CcoO,

TREALOSE E
GLICOGENID

ETANOL ETANOL




Cinética de crescimento de

leveras

 Avaliar as velocidades de transformacoes que

ocorrem durante os processos fermentativos

o consumo de substratos,
o acumulo de produtos e

O bilomassas
o Estudar a influencia de fatores nas velocidades de

transformacoes

o temperatura, pH, geometria dos biorreatores, etc.




x b= e v o i i

R R ] e T I,

.- ‘IH“I....-....-...-q

0

Prof. Sandra Helena



DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS

- suprimento de nutrientes;

Crescimento - composicao quimica do meio;

populacional < - composicéo fisica do meio;

da levedura - constituicdo e estagio de desenvolvimento dos
g microorganismos

— Depende (funcéao)

nutrientes;
acidez;
condicdo < temperatura;
do meio aeracao;
_ agitagao;

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016



PREPARO DO FERMENTO@

* concentracao fermento — limite
— Esquemas/ fases do processo p/ preferéncia a multiplicacao
(1) Fermento Prensado

(2) Fermento selecionado

(3) Reciclo de células

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016 65




(1) Fermento Prensado

O

Esquema:
20 kg fermento prensado 1000L de mosto filete continuo
(suspenso em (30°C) (1000L mosto)
agua morna) Brix - 50% v.i

v

% cortes

wma) [ a
N

 Fermento liofilizado - 3 vezes o0 peso seco da levedura

(exclui a agua e enchimento)
Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016 66
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(2) Fermento Selecionado .
12 Fase - Laboratério
- ~
= e
PRLTIRENTADOR
Y - - ~ Y ~ VT
22 Fase - Multiplicacao celular 32 Fase - Fermentacao Alcodlica




AA

---------- Cultivo ™/ \ ™ 3
mestre ; . ‘ ‘
1000 ml /" Vaporipa\,
Mosto

P > Fos v | \’i‘:
esteril
Quente »—sa-r->»—

Vapor

Propagador
principal

Vapor

Drenagem

e}

A—<CIP
Limpeza
..o local
)[< Oxigénio

-

Ar estéril

iagrama 2squematice de uma planta de propagacao de cultura pura de levedura




INCUBAGCAO
Culturo Volume de Volume de
pura meio = V4 meio = Vo >V,
O
Volume de
INCUBAGAOQ |+ meio = Vg >V, FASE DE
LABORATORIO
Q FASE
4 INDUSTRIAL
N S ——
T S— .. S— — _——
= * r——iPORNA
Volume de v‘i
meio = Vg > V3

Volume de
meio = Vg > Vg4




Cultura
pura

h

Cultivo em
laboratério

|

Inéculo
(laboratério)

h 4

Cultivo
industrial

Matérias-primas

l

Meio de
cultivo

b

Esterilizac&o

'

Inéculo

Matérias-primas

b

Meio de
fermentacéo
(mosto)

b

Esterilizacéo

.

Esterilizacéo

h

Ar

Fermentador

' (reator, dorna)

Controles

h 4

Subprodutos

v

Produtos

Meio fermentado ™ Resi_duos

l

Tratamentos
dos residuos

Principais etapas de un
processo fermentativo
industrial genérico




Bactérias como agentes da fermentacao

» Acetobacter ou Gluconobacter — producéo de acido acetico, principal

componente do vinagre

» transformacgao do etanol em acido acetico

o 1g de etanol pode fornecer 1,304 g de acido acético

469 329 60g 189
Entdo: 46 gramas de etanol----------- 60 gramas de acido acético
1 grama de etanol----------- X grama de acido acetico

X =1,304 g (rendimento 100%).

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Fermentacdes Anaerobicas

f Tipo de~ Aplicacio Produto I\/Ilcrorgar_nsmos
ermentacao envolvidos
Cerveja Saccharomyces calrsbergensis
Bebidas Vinho Saccharomyces uvarum
fermentadas Sake Saccharomyces;
Aspergillus orizae
ALCOOLICA | Bebidas Cachaca Saccharomyces cerevisiae
destiladas Aguardente de frutas Saccharomyces cerevisiae
Whisky, rum, tequila Saccharomyces cerevisiae
Produtos Alcool Saccharomyces cerevisiae
quimicos
Malo - Lactica | Bebidas Vinhos em geral Bacterias: Lactobacillus,
Leuconostoc
Lactica Alimentos Queijos, iogurte, leites, | Lactobacillus e outros, como
tradicionais fermentados, manteiga | Streptococus e Penicillium
Picles, azeitonas, Leuconostoc mesenteroides
chucrute
Pescados Pediococcus, Clostridium
botulinum, Leuconostoc.
Lactobacillus e outros
Butirica Produtos Acetona, butanol Clostridium

gquimicos




Fermentacdes Aerdbicas

Alimentos Pao, massas Saccharomyces

Reproducéo de | Quimicos e Biopolimeros (plasticos | Beijerinckia sp
microrganismos | farmacéuticos | biodegradaveis)

Cosmeéticos Eritrucelulose Gluconobacter

Condimentos | Glutamato Leveduras selecionadas
monossodico

Farmacos Penicilina Penicillium notatum

Acetica Condimento | Vinagre Acetobacter aceti

Quimico Acido acético Acetobacter pasteurianus




B. Bioquimica da fermentacao alcoodlica

- produtos primarios: etanol e CO,

- produtos secundarios: aldeidos, ésteres, acidos, alcoois
superiores, compostos sulfurados, fendis, biomassa,
metanol, furfural

» Aldeidos: intermediarios da formacao de alcoois superiores
- oxidacio de alcoois

aa + acido piravico

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




anaerobic
conditions

Glucose

~ glycolysis
(10 successive
reactions)

anaerobic
2 Pyruvate conditions

/ aerobic \

2 Ethanol + 2C0O,4

- conditions

2 Lactate

in yeast

Fermentation to alcohol

2€0, Fermentation to

lactate in vigorously
2 Acetyl-CoA contracting muscle,
erythrocytes, some
other cells, and in
some microorganisms

citric
~ acid
cycle

4CO, + 4H,0

Animal, plant, and
many microbial cells
under aerobic conditions

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016

Destinos metabolicos
comuns do piruvato
Lehninger, 2000




PONTO CHAVE - UTILIZACAO DO PIRUVATO
(um-intermediario formado dlrante o catabolismo da glicose)

» Em condicOes aerobicas, o piruvato € completamente oxidado, via ciclo do
acido citrico a CO, e H,0;

» Em condicOes anaerdbicas, o piruvato deve ser convertido em um produto
final reduzido para reoxidar o NADH produzido pela reacao de GAPDH. Isso
ocorre de duas formas:

Em leveduras, o piruvato é descarboxilado para produzir CO, e
acetaldeido, o qual é reduzido a NADH para produzir NAD* e etanol.
Esse processo € conhecido como fermentacéo alcoodlica (portanto,
fermentacdo e um processo de reacao biologica anaerobica);

Em condi¢cOes anaerdbicas em musculos, o piruvato é reduzido a lactato
para gerar novamente NAD+ em um processo conhecido como
fermentacao lactica.



Piruvato

NADH + H*
'3'3:\/2.2.2 NADH
1.1.1.2

Acetato | actato

NADFHMADH +

T.2.1.3
NAD*NADF*, HaD

Acetaldeido

HADH + H*

T.1.1.1
NALH

Etanol



N
N i
(lj D """ (|3=0 Pyruvate
(|3=O Pyruvate 9H3
ruvat TPP, Mg?*
CH3 decarlg)xl;\lr:sz
NADH + H* - co,
lactate W /‘ 0 H
dehydrogenase 4
/\% NAD™ \(|3 Acetaldehyde
O O CH;
N\ ) .
(I'j alcohol /- NADH +H
dehyd
HO—(IZ—H Lactate Chyarosenase /\é NAD*
CHj (|>H
(|3H2 Ethanol
AG'°= —25.1 kd/mol CH,
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FERMENTACAO ALCOOL@A

-acucares + leveduras — alcool etilico + CO,
(mosto) (fermento) (vinho)
Saccharomyces
cerevisiae

- formacéo de compostos secundarios: congéneres

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




- Esteres: processo oxidativo entre alcoois e acidos

- Acidos: acético (oxidacdo de-aldeido acético), latico,
succinico (aa = acido glutamico)

- Alcoois superiores: metabolismo de aa, microrg.
contaminantes

- Glicerol: produto normal da fermentacéo alcodlica
- Metanol: decomposicao de pectinas

- Furfural: pirogenacédo de matéria organica, envelhecimento

IDEAL.: ésteres / alcoois superiores =1:1



HEXOSAS

EMH ED |HMP

Glicerol «— Glicerol-P «— DHA-P «— GA?:P

v Y VY
Acetil-CoA <« PIRUVATO > actato

l / \\A’ Acetato
Oxalacetato Acetaldeido : l

Unidades de acetato

l. l il Metano
Succllnato Etanol Acetoacetato
Propionato ,—‘—\ l ! ! Il

2 Acetil + 2 F‘(inato Acetoina  Bytirato Butirato
2H, 2C0, Butanol Isopropanol

Acetato Etanol

2,3-Butanodiol

Principais rotas metabdlicas e produtos finais formados (Ward, 1991)
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da

Principais produtos

fermentacéo
alcoodlica.

Prof. Sand

Glicose
ATP

- ADP
Glicose-6P

Fructose-6 P
-ATP
ADP
Fru’ctose-1 6 diP

i
gliceraldeigo-3P <

[Butanediol|
+ NAD
NADH,
Acegoina

|

Acetolactato i Piruvato - -

NAD NADH,

~—* P. diidroxiacetona—-4glicerol-P -+ giiceroll

—I -
P-gl.i NADH,
Di- cerato
ADP
ATP

P-glicerato

P-enol piruvato
ADP
ATP NAD NADH,

- » Acetil-CoA

Lco;*j'\gg.’ - /,,___\.-- ~Citrato
Acetaldeido \O‘xaloacetato
NADH, A v
NAD < coF itato
[Etanol| Isocitrato

— NAD
Co: NADH,

«x-cetoglutarato
" NAD
» NADH,

| Suc'cingtgj




| 4icool amilico ativo
- ' '{2-metil-i-butanol)
’

metilbutiraldeido
»> CO, I ._.002
Treonina ~>-cetobutirato + 2-cetoidroxibutirato » L. 3 diidroxi4-metil > (iceto-g-metil & Isoleucina

7 Pl valerato valersto
l /Acoa : l%eido\

n-propanoldeido

Piruvato —»-acetolactato -—» . idiidroxi isovalerato — [} cetoisovalerato < Valina
g Acetil-CoA Acet':!_CoA_ i

CoAI i~ CoA IsobutiIaldeido
s TR e
= -h i
p|carboxn phidroxivalerato i |__sobut_§noi
g-carboxig-hidroxi - “0 de
| caproato “\aQa
. otV (e
u-hidroxi-8-carboxivaierato < S qe e(\o
coz l a-hidroxi-g-carboxi- \\@ 0'\6 5\)9
n-butiraIdeidolwcetoval_erato isocaproato ’6\00
3 :
_n-butanol| Acetil CoA- -
CoA c> €%

B
p-carboxi+{-carboxicaproato
Isovaleraldeido « C u-cetoisocaproato

a-hidroxi+-carboxicaproato l l I
. CO,
"
slcool |
u-hidroxicaproato L.soammco leucina

|

n-valeraldeido

| n-amil dlcool,




B. Fatores que afetam a fermentacao

o Fisicos

O temperatura, pressao osmotica,
e Quimicos

o pH, oxigenacao, nutrientes minerais e organicos, inibidores e
» Microbiolbgicos

O espécie, linhagem e concentracao de levedura

afetam o rendimento da fermentacao, ou seja, a eficiéncia da
conversao de acticar em alcool.

» Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem
de uma alteracao na estequiometria do processo, levando a
maior formacao de produtos secundarios (especialmente
glicerol e acidos organicos) e biomassa.

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Sucesso da fermentagcao — converter acucares em alcool (eficiente)

_—

- nimero e estado fisiologico da populacao inicial

Conducao: o o -
« descontinu - e leveduras;
* continua - limpeza das instalacgdes: tubulacées, caixas,

valvulas, dornas, etc.;
- atualizacéo de estoque de produtos quimicos;
- condicdes de uso do laboratorio;

- planejamento da propagacao do fermento e
paradas da industria;

- tipo de fermento e sistemas de partida;

- adicao do mosto ao levedo;

~—




A 4

Fermentacao

Sistemas de Partida

FERMENTO IDEAL.:

(1) flexibilidade em suportar variagcbes — composicao e vazao
(2) compatibilidade do fermento c/ instalagoes

(3) baixa tendéncia a floculacdo e/ou decantacéao

(4) manutencao det °C

(5) pH e acidez 6timos

(6) requisitos nutricionais

(7) estabilidade de comportamento do fermento

— Fermento Selecionado (cultura pura)
—=Fermento Prensado

= Fermento Reaproveitado do Ciclo Anterior



Fermento Selecionado (cultura pura)

Limitacoes:

iIdentidade do microrganismo ne-tubo de cultura (repiques x
contaminacao);

assepsia completa nas fases iniciais de propagacao;
risco de contaminacao;
tempo de preparo.

Fermento Prensado

Adaptacao gradual (vem da panificacao)
Minimiza o tempo de partida - dita “partida direta”.

Inoculo: 20 a 25 g de fermento por litro de mosto (razdo em massa de
fermento apos partida)

Acumulo gradual de conc. de fermento na dorna
CondicOes requeridas: resfriamento do mosto (35 a 40°C).



Fermento Reciclado / Seleci o (creme de levedura)

* PressupoOe-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL
— 25 a28°C
—> pH: 3,5a4,2
— mosto diluido: 8°Brix

» Adicao de N e P no mosto

* Aumento gradual do teor de acucar (sem plasmalise).




Preliminar ou Pré:

- pequena elevacéao de temperatura

- multiplicacao fermento (dreno de energia) Funcdo

- pouco etanol _
desprendimento de CO,

Principal ou Tumultuosa:

ior t°C temperatura
- maior t°
- producéo de etanol producao de etanol

consumo de acgucares

- maior espumas - meio anaerdbico

- atenuacao do Brix - maior acidez

Complementar ou pos-fermentacao:

- a tranquilidade na superficie do vinho
- tendéncia de igualdade das temperaturas de fermentacao e ambiente

- acentuado aumento da acidez



T —
2. Processo Fermentativo
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A. Reator - Bioreator

» Historicamente, mais conhecidos por fermentadores e direcionado para

0 cultivo de células ou microrganismos,

» produzir metabdlicos secundarios, alcaloides, antibioticos, entre outros
(Barruetto, 2002).

* Fermentador - relacionado etimologicamente com fermentacao

O sua raiz latina, deriva de fermentare, significado é ferver, i.€., produzir bolhas de ar,

o alusao ao fato de os fermentadores serem destinados a processos fermentativos como, por

exemplo, a producéo de alcool

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Capacidade dos biorreatores - bastante variavel, depende do processo

v Reatores da ordem de algumas centenas de litros até 1 a 2 m3 de
capacidade

v empregados no cultivo de microrganismos patogénicos, ou para o
crescimento de células animais ou vegetais, em geral, objetivando a
producao de produtos ligados a area de saude.

v Escala intermediaria, reatores da ordem de algumas dezenas de
metros cubicos até 100 a 200 ms,

v especialmente empregada na producao de enzimas, antibiéticos e
vitaminas.

v Para processos que exigem poucos ou até mesmo nenhum cuidado de
assepsia (caso da fermentacdo alcodlica ou tratamento biolégico de residuos)

v’ reatores com alguns milhares de metros cubicos de capacidade.



Dimensao de fermentadores para alguns processos fermentativos

VOLUME DO PRODUTO
FERMENTADOR (m?3)
1-20 Enzimas de diagndstico,

substancias para biologia molecular.

40 - 80 Algumas enzimas e antibioticos.

100 — 150 Penicilina, antibidticos
aminoglicosidicos, proteases,
amilases, transformacao de
esteroides, aminoacidos.

450 Aminoacidos (acido glutamico)

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Fermentacoes industriais

» podem ser classificadas de acordo com os tipos de

alimentacio das dornas e desenvolvimento da fermentacio,
O processos continuos

o descontinuos (batelada).

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016



Processos descontinuos

 intermitentes, denominados batelada simples ou batelada alimentada.

» Batelada simples - a fermentacio s6 tem inicio apos o preenchimento
do fermentador, momento em que se mistura o mosto com o fermento.
o é possivel em condicoes de pequenas quantidades de mosto, nao sendo

viavel para a industria alcooleira, tendo uso restrito para fermentacoes

laboratoriais e farmacéuticas.
e Batelada alimentada - mistura-se o mosto ao fermento conforme a

dorna vai sendo abastecida.

o Trata-se de um método mais produtivo e expoe as leveduras a menores

riscos de se tornarem inativas que no processo de batelada simples.

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Processos descontinuos

» Processo fermentativo caracterizado pela

o inoculacao e incubacao de microrganismos,

» de tal forma, a permitir que a fermentacao ocorra sob condicoes 6timas.

* Neste tipo de producao, nada é adicionado, exceto
o oxigénio (processo

O aerobio), acido ou base (controle de pH) ou antiespumante.

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




Desenho esquematico de fermentador

Fecho
---------------- hermético
Controlador de pH
Vapor

Saida de gases

Agitador —
Saida de liquido
Trocador de calor —} b o
Meio de cultivo

Entrada de liquido
de refrigeragao > Aspersor
v e = <«  Ar esterilizado
http://dgta.fca.unesp.br/docent

es/waldemar/antigos/tecfer/pro
cessosfermentativos.PDF
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Fermentacao descontinua ou batelada

In6éculo

i

Meio

il

Meio Fermentado

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016

99

Tempo

P = Produto

X = Célula

S = Substrato




Processos descontinuos simples —
Sem recircuiio de células

e Vantagens:
o Facil operacao;
o Menor risco de contaminacao;
o Construcao e instrumentacao simples e barata;
o Processo adequado para curtos periodos de tempo;

o Versatilidade de usos

* Desvantagens:

o Esgotamento do meio de cultivo e acimulo de compostos toxicos ou degradacao do produto;
o Menor produtividade volumétrica;

o Preparo do reator entre uma batelada e outra reduz tempo 1til e aumenta custos.
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os primeiros sistemas - dornas ligadassem série, com quantidade e tamanhos
variados, em cascata, em que as primeiras dornas continham cerca de 70% do
volume total em fermentacao.

Com a evolucao dos processos da fermentacio - uma otimizacao dos mesmos
com reducao dos volumes e do tempo de fermentacao com aumentos na
producio.

O processo ainda € em cascata, com melhoramento nos sistemas de agitacao e

com diferenciado tracado geométrico das dornas.

Algumas vantagens observadas na conducao dos processos continuos :
maior produtividade;
menor volume de equipamentos em geral;
amplas possibilidades de total automacao e uso da informatica;

Reducae do consume de insumos, de uma maneira geral.



Processos continuos

e Mais complexo,
» sistema aberto e sensivel a contaminacoes,
e maior custo com o meio de cultura,

e maior investimento no processo downstream (mais
produto/dia)

Mais utilizados em bancada para desenvolvimento de

processos, nao sao muito usados industrialmente
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Esterilizacao do Equipamento

 Esterilizar um equipamento = eliminar todas as formas de
vida de seu interior ou superficie.

» Industria de laticinios = processos de pasteurizacao destroem
a maior parte, mas nao todos os microrganismos presentes.
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Esterilizacao do Equipamento

* Reatores bioquimicos e tubulacoes: geralmente, esterilizados pela aplicacao

de calor imido (vapor saturado).

 Equipamentos destinados ao processamento de produtos de fermentacao
(bombas, filtros, centrifugas, misturadores, separadores, colunas cromatograficas,
homogeneizadores, etc.): preferencialmente esterilizados por calor timido. Nos

casos em que isto nao é possivel, empregam-se agentes quimicos adequados.

* Material de laboratério utilizado durante o processo: esterilizado por calor

umido (autoclaves), seco (fornos) e mais raramente por radiacao ultravioleta.
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Esterilizacao do Equipamento

* Meios de cultura: esterilizados por calor imido. Nos casos em que a inativacao
térmica de nutrientes é significativa (cultura de células animais, vegetais ou de
insetos, por exemplo) emprega-se a filtracao em membranas ou cartuchos

esterilizantes para remover fisicamente os microrganismos.

» O ar para o processo fermentativo é esterilizado por filtracao em cartuchos

esterilizantes.

« Embalagens sao em geral esterilizadas por radiacao gama, calor imido, por

lavagem com produtos quimicos adequados.

e Meétodos de esterilizacao = destroem ou comprometem estruturas microbianas,

como paredes celulares, acidos nucléicos, etc., ou inativam enzimas, proteinas, etc.
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» Esterilizacao: processo fisico ou quimico que destroi ou inativa
todas as formas de vida presentes em um determinado material,
especialmente microrganismos (bactérias, fungos - na forma
vegetativa e esporulada - e virus).

» Desinfeccao: processo menos rigoroso de eliminacio de
microrganismos, envolvendo usualmente o uso de um agente
quimico, denominado desinfectante ou germicida, geralmente
liquido e a temperatura ambiente.



A morte microbiana é determinada pelos mecanismos:

v desnaturacao protéica: agentes quimicos e fisicos sao capazes de
eliminar a capacidade funcional da proteina pelo rompimento da
estrutura terciaria desta;

v ruptura da membrana ou da parede celular: capacidade que algumas
substancias téem de modificar as propriedades fisicas e quimicas da
membrana, prejudicando seu funcionamento, destruindo ou inibindo o
crescimento bacteriano;

v remocao dos grupamentos sulfidrilas livres: agentes oxidantes e metais
pesados interferem no metabolismo celular;

v antagonismo quimico: ocorre quando um antagonista com afinidade
quimica combina-se com uma enzima de determinado microrganismo,
impedindo o desenvolvimento da reacao apropriada.
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Métodos de Esterilizacao Alternativas

Calor umido (vapor saturado/autoclaves)
METODOS FiSICOS Calor seco

Irradiacao por luz ultravioleta (UV)

Radiacao ionizante (Gama/Cobalto)

Glutaraldeido
METODOS QUIMICOS Formaldeido
Oxido de Etileno (ETO)

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2016




