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Fungos do Filo Ascomycetes, da classe
Hemiascomycetes

ordem principal da Saccharomycetales

10 familias no minimo

Genoma de Saccharomyces cerevisiae
Sistema modelo da genética molecular

mecanismos basicos de replicacdo sao convertidas na
recombinacao.



— Familia 9;: Saccharomycetaceae

géneros
Arxiozyma, Citeromyces, Debaryomyces, Dekkera, Holleya, Kazachstania,

Kodamaea, Lodderomyces, Pachysolen, Saturnispora, Starmera,
Tetrapisispora,, Williopsis, Zygosaccharomyces,

Espécies

Issatchenkia - 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 ovais,

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




https://www.google.com.br/search?g=fermenta%C3%A7%
C3%A30+alco%C3%B3lica&espv=2&biw=1280&bih=855&
source=Ilnms&tbm=isch&sa=X&ved=0CAYQ_AUoAWoVCh
MIwpTES8LjgyAIVDCGQCh3RxQ2r#imgrc=CH6X7gFNCw
MO3M%3A

http://www.fermenta.pt/album/www-fermenta-com/levedura-
045-jpg/



CITOLOGIA

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/celula;

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.

o 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?t e KY).
* Permeabilidade seletiva (controle de translocacéo

de compostos do meio externo ao interior da
célula 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

* pequenas organelas com membrana dupla com
“invaginacdes jnternas” (cristas);

» afuncao é converséo 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

e cromossomos que sao desoxiribonucleoproteinas
e ribonucleoproteinas.




REPRODUCAO EM LEVEDURAS

(a) brotamento ou gemulacéo (multiplicacéo vegetativa) - assexuado -

(b) esporulacao (formacao de “ascos”) - sexuados sob estresse -
| FASE DE BROTAcvq*o "
(a) brotamento b N
ADULTO
Ciclo vegetativo de \
leveduras alcodlicas. O /
(Horii, 1980) 24

S& DE MATURAGRC




Ciclo vital de S.
cerevisiae

(Bergey’s Manual,
2000)
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Ascomycetos — ascosporos “ascos’:

(b) Esporulacéo (reproducéo)

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




FISIOLOGIA E E METABOLISMO DAS LEVEDURAS

& —~
 Metabolismo de levedura: catabolismo anabolismo
= _r
respiraga%degradagéo sintes_e de
fermentacao dO substrato material
celular
libera uso da energia
Energia " para sintese

(1) Respiracdo — oxidacéo bioldgica de substratos organicos sob
sistemas multienzimaticos que catalisam a oxidacao — transporte de
elétrons na cadeia respiratoria onde ha ativacao do oxigénio (aceptor e-)
e formacéao de agua.

(2) Eermentacao — reacdes em que compostos organicos atuam como
substratos e como agentes de oxidacéo, em uma sequéncia ordenada de
reacoes enzimaticas.




Esquema representando o interrelacionamento das vias de degradacao
de carboidratos e a producao de etanol.
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A FERMENTAgﬁo ALCOOLICA
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DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS

(- suprimento de nutrientes;

Crescimento - composicao quimica do meio;

populacional < - composicéo fisica do meio;

da levedura - constituicao e estagio de desenvolvimento dos
g microorganismaos

— Depende (funcéao)

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




CINETICA:

Desenvolvimento ou crescime — referente aumento
populacional (multiplicacao celular)

CURVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)

Lag :Leog Estacionaria Declinio

/N

Tempo (Hrs)

Log n° céls




(1) Fase “Lag” — adaptacao, reco@uigée enzimatica, degradacao
macromolecular, etc.

funcao:
v' linhagem de levedura;

v idade do cultivo antes da transferéncia do meio;

v’ composicado dos meios de cultivo anterior e novo.




(2) Fase Exponencial —» aumento exponencial do numero de células,
cada celula se divide a intervalos copstantes de tempo.

Caracteriza-se por :
» aumento exponencial do n° de células da populacao
» intenso metabolismo e estabiliza o tempo de geracao das leveduras

» grande quantidade de produtos de excrecao, metabolitos
iIntermediarios, temperatura e outros fatores alteram rapidamente a
composicao

» duracao € controlada — composicao e estado fisico do meio
dependendo do n° de células por unidade de volume e a acumulacéo
de metabdlitos e produtos finais (inibidores);

» quantidade de in6culo nao influéncia o tempo de geracao na fase
exponencial, mas atrasa por prolongar a fase de multiplicacao.



(3) Fase Estacionaria - caracteriza-se

v n° de células na cultura permanece quase constante por um periodo de
tempo

v "ha'um baixo consumo de energia
v’ ocorre a manutencao da viabilidade até esgotamento das reservas.

Dentre os fatores decisivos tem-se:
- deplecéao de nutrientes do meio;
- acumulo de produtos finais toxicos.

(4) Fase Declinio —

v' 0 numero de células que morrem excede o numero de células novas, que
sera funcao dos fatores:

v composicao do meio (esgotamento de nutrientes, acumulo de
produtos finais, etc);

v condicoes fisicas e quimicas do meio (pH, temperatura, etc.)

Obs: A autodlise das células, as sobreviventes podem se multiplicar aumentando
esta fase. - Podendo formar “esporos ou ascésporos”



Efeito da Concentr@éo de Etanol

inibe a atividade metabdlica e levando a morte (sem condicao

de sobrevivéncia);

limite no vinho: 12% de alcool — variavel por: espécie e

linhagem de leveduras e condi¢des da fermentacao.




Efeito da temperatura

clima
Fatores externos< Temp. da dgua
Mudancas nn Temp. do mosto
temperatura
Fatores { calor liberado na
Ideal: - 30 °C a 34C intrinsecos | fermentacao

(a) Influéncia da temperatura na variacao do tempo de geracao e do
coeficiente especifico de crescimento em uma linhagem da levedura
Saccharomyces cerevisiae

Temperatura Tempo de geracdo () Coef. espec. de cresc. g/llh

20 5 0.15
24 35 0.21
27 3.0 0.30
30 2.2 0.31
36 2.1 0.29
38 - 0.19
40 4.0 -




Efeito da concentracéo de solidos

« Mosto de melaco de baixa pureza necessita de concentracao
solidos (Brix >25 ) elevada para % de alcool

no vinho seja satisfatorio. Efeito osmofilico.

*Mosto de mateéria prima de alta pureza se o Brix for elevado
dara um vinho com alta concentracéo de alcool, e

inibira o fermento.

« Tecnicamente 0 mosto de caldo e mel ndo devera ultrapassar

a 22 Brix



PREPARO DO MOSTO E DO
FERMENTO




Preparo do mosto —» condicionar a matéria prima para atender as
exigéncias da fermentacao

* eliminar impurezas grosseiras;

 eliminar particulas coloidais;

» preservar os nutrientes e equilibra-los (vitaminas, aminoacidos, etc.);
* reducio da formacao de espuma;

» reduzir a contaminacio microbiana;

» teores adequados de Brix e actcar total (s6lidos), através de sua
concentracao;

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

* Remocao dos gases (bolhas aderidas aos flocos, reduzem a velocidade
de decantacao)



Consequéncias dos cuidados no tratamento do mosto

maior eficiéncia do processo;

economia de agua e vapor;

protecao dos equipamentos

continuidade do processo fermentativo e de
destilacao, e

melhor qualidade do alcool.



2 Mnstnf Ideal
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PREPARO DO FERMENTO@

« concentracdo fermento — limite

— Esquemas/ fases do processo p/ preferéncia a multiplicacao

(1) Fermento Prensado

(2) Fermento selecionado

(3) Reciclo de células




(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

wm [ a
N

» Fermento liofilizado - 3 vezes o peso seco da levedura

(exclui a agua e enchimento)
33




(2) Fermento Selecionado

1% Fase - Laboratorio

—

228 Fase - Multiplicacao celular

Y
32 Fase - Fermentacao Alcodlica




AA

--------- Cultivo ™/ Z\ ™ 3
mestre ; . ‘ ‘
1000 ml /" Vaporlsa\,

Mosto 5 ; £, A
estéril & |
Quentg »—oar->»— r G <C]P
fria = )J(:c\ v} 1 Limpeza
Agua ,} s %T\ . —ho local
Vapor )f Oxigénio
<1  Arestéril
Propagador
principal
Vapor

Drenagem

Diagrama esquematico de uma planta de propagacao de cultura pura de levedura




INCUBAGAO
Culturo Volume de Volume de
pura meio = V4 meio = Vp >V,
O
Volume de
INCUBAGCAO |- meio = V3 > Vp FASE DE
LABORATORIO
Q FASE
3 INDUSTRIAL
N ——
. S — — ‘__"_
e e e - —> DORNA
Volume de v
meio = Vg > V3

Volume de
meio = Vg > Vg4
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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
- oxidacao de alcoois

aa + acido piravico




Glucose

 glycolysis
(10 successive
reactions)

anaerobic anaerobic
conditions 2 Pyruvate “conditions
/ aerobic \

~ conditions

2 Ethanol + 2CO, 2 Lactate

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

2C0,
Fermentation to alcohol

in yeast

citric
~ acid
cycle

4CO, + 4H,0

Animal, plant, and Destinos metabdlicos

many microbial cells comuns do piruvato
under aerobic conditions

|Lehninier| 2000'




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

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

» Em condicdes 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 € reduzido a NADH para produzir NAD* e etanol.
Esse processo € conhecido como fermentacao alcodlica (portanto,
fermentacédo e um processo de reacao biologica anaerdbica);

Em condi¢bes anaerobicas em musculos, o piruvato e reduzido a lactato
para gerar novamente NAD+ em um processo conhecido como
fermentacéo lactica.



Piruvato

NADH + H*
'I'z\%z.z.z NADH
1.1.1.2

Acetato L actato

NADFHMADH +

T.2.1.3
NAD*NADF*, HaD

Acetaldeido

HADH + H*

T.1.1.1
NADH

Etanol



O\ /O_
0. 0 :
? D """ (|3=O Pyruvate
C=0 Pyruvate FHS
CI)H pyruvate TPP, Mg**
3 decarboxylase
NADH + H* - co,
lactate 1 /‘ 0 { H
dehydrogenase N4
/\% NAD™ (|3 Acetaldehyde
O\ /O_ CH3
y -
(IJ alcohol /- NADH +H
HO—(E—H Lactate dehydrogenase /\_) NAD*
CH; OH
CH, Ethanol
AG'°= —25.1 kd/mol (|3H

e ——]




FERMENTACAO ALCOC’)L@A

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

- formacao de compostos secundarios: congéneres




- 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 fermentacao alcodlica
- Metanol: decomposicao de pectinas

- Furfural: pirogenacao de materia organica, envelhecimento

IDEAL.: ésteres / alcoois superiores=1:1



HEXOSAS

EMH ED |HMP

Glicerol «— Glicerol-P «— DHA-P «— GA3-vP

v YV V

Acetil-CoA <

PIRUVATO

»|_actato

: ~

Oxalacetato Acetaldeido

| |

Succinato Etanol

|

Propionato ,—‘—\

2 Acetil + 2 Formato

\\‘b Acetato

Unidades de acetato

! Metano
Acetoacetato
)\ Acetoina  Bytirato Butirato
2H, 2CO, Butanol Isopropanol

Acetato Etanol

2,3-Butanodiol

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




Principais produtos
da fermentacao
alcodlica.

[Butanediol]
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B. Fatores que afetam a fermentacao

o Fisicos

o temperatura, pressao osmotica,

e Quimicos

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

o espécie, linhagem e concentracao de levedura

afetam o rendimento da fermentacao, ou seja, a eficiéncia da
conversao de actcar 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.




Sucesso da fermentacdo — converter acucares em alcool (eficiente)

—

- numero e estado fisiolégico da populacéao inicial

Conducao: o e,
- descontinu ~ € leveaduras;
* continua - limpeza das instalag@es: tubulacdes, caixas,

valvulas, dornas, etc.;
- atualizacao de estoque de produtos quimicos;
- condicodes de uso do laboratorio;

- planejamento da propagacéao do fermento e
paradas da industria;

- tipo de fermento e sistemas de partida;

- adicdo do mosto ao levedo;

~—
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Fermentacao

Sistemas de Partida

FERMENTO IDEAL.:

(1) flexibilidade em suportar variagdbes — composi¢cao e vazao
(2) compatibilidade do fermento c/ instalacdes

(3) baixa tendéncia a floculacdo e/ou decantacao

(4) manutencao de t °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)

Limitacdes:

identidade 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”.

Indculo: 20 a 25 g de fermento por litro de mosto (raz&o 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 / Selecioo (leite de levedura)
» Pressup0le-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL
— 25 a 28°C
—> pH: 3,5a4,2
— mosto diluido: 8 °Brix

» Adicdo de N e P no mosto

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




C. FASES DA FERMENTACAO

Preliminar ou Preé: @

- pequena elevacao de temperatura

- multiplicacéo fermento (dreno de energia) Funcao

- pouco etanol _
desprendimento de CO,

Principal ou Tumultuosa:

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

consumo de aclcares

- maior espumas - meio anaerobico

- 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




Aricares

multiplicagio

velocidade
especifica

N

—y
—etanal
Fases da | PRELIMINAR |  TUMULTUOSA/ PRINCIPAL | COMPLEMENTAR tempo
(FOS)

termentacio: EPBIQ

Fases da fermentacao (Horii, 1990)




a) Fermentacio preliminar: Fatores

- adicao do mosto em filete gradual

- selecao da levedura (utilizada)

- preparo do mosto

b) Fermentacao Principal: Fatores
- temperatura vs. Refrigeracao interna
- formacao de espuma vs. tipo de mosto e levedura
- (mosto-melaco vs. anti-espumante)
- mosto-caldo misto vs. perdas
- moer canas maduras
- mostos corrigidos;
- enchimento de dorna
- temp. limite: 35°C

- filete continuo




c) Fermentacdo Complementar ou Pos-Fermentacéao

O

- reduzir o periodo vs. contaminacao vs. qualidade do pée

remanescente (fundo de dorna)
- diminuicao da viabilidade celular em funcéo:

- acumulo de metabdlitos,esgotamento nutricional e de carboidratos, e

acumulo das toxinas dos contaminantes

- dispéndio de tempo — reduz a capacidade das dornas.

EX: processo de decantacao
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