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A. Bioquimica da fermentacao alcoolica

\

 produtos primarios: etanol e CO,

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

* Aldeidos: intermedidrios da formacao de alcoois superiores
» oxidacao de 3lcoois

* aa + acido piruvico



—

- 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 matéria organica, envelhecimento

IDEAL: esteres / alcoois superiores=1:1



1. EVOLU(;AO HISTORICA
FOIRICTE

10000 a.C. — preparo de queijo (cabras)
8000 a.C. — preparacao de cerveja e vinho
6000 a.C. — fabricacao de pao

1650 — aparecimento do microscopio

1789 — Antoine Laurent Lavoisier descreve a quimica da fermentacao

1815 — Gay Lussac esclarece a reacao da fermentacao alcoolica

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

1857 — Pasteur estabelece a teoria vitalista da fermentacao

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

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

1908 — Harden e Young elaboram a equacéao global da fermentacao alcodlica
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Representacao esquematica de um processo biotecnologico industrial

Matérias- »| Preparo do Agentes das
primas meio transformacoes
1 v
Reator Controles
Subprodutos |¢«— Tratamentos > Residuos

finais l

Tratamentos dos
v residuos

Produtos




: ——
Bioreator, Dorna ou Fermentador

Historicamente, conhecidos por fermentadores e direcionado para o cultivo de
células ou microrganismos, produzir metabolicos secundarios, alcaloides,

antibioticos, entre outros (Barruetto, 2002).

* Fermentador - relacionado etimologicamente com fermentacao
+ raiz latina, deriva de fermentare: significa ferver, i.€., produzir bolhas de ar,
+ aluséo ao fato de os fermentadores serem destinados a processos

fermentativos como, por exemplo, a producéo de alcool

http://www.Ifdgv.ufsc.br/Apostila%20Biotecnologia.pdf
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Dornas de Fermentacao - definicao

v' Tanques construidos geralmente em aco carbono com capacidade variavel

de acordo com a capacidade do processo.

v" recipiente onde ocorre a fermentacao



FERMENTADOR -

Classificacao

“* Quanto a natureza dw
e

“* Submersa - meio liquido

¢+ Superficial ou semi sdlido - meio sdlido

** Quanto a forma espacial
*¢ Cilindrico - meio liquido e sdlido

*+ Paralelepipedo- meio liquido e sdlido

%* Quanto ao fechamento

“» Aberto

Abertas:
perda acentuada , com a elimina¢do do
CO2 da fermentacdo, ha arraste de

% Fechado alcool



FERMENTADORES -
classificacao

‘\

» Quanto ao material de construcao

» Madeira

» Alvenaria

» Aco carbono

» Aco inoxidavel

» Aco carbono revestido ® aco inox, borracha, esmalte, plastico, resinas

> Plasticos e resinas



e.dos biorreatores

- bastante variavel, depende do processo ———_

e Reatores da ordem de algumas centenas de litros até 1 a 2 m3 de
capacidade
v' empregados no cultivo de microrganismos patogénicos, ou para o0 crescimento
de células animais ou vegetais, em geral, objetivando a producéo de produtos
ligados a area de saude.

e Escala intermediaria, reatores da ordem de algumas dezenas de metros
cubicos até 100 a 200 m?3,
v’ especialmente empregada na producao de enzimas, antibiéticos e vitaminas.

® Processos que exigem poucos ou até nenhum cuidado de assepsia (caso
da fermentacédo 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 diagnostico, substancias para
biologia molecular.
40 — 80 Algumas enzimas e antibioticos.
100 — 150 Penicilina, antibioticos aminoglicosidicos,

proteases, amilases, transformacao de
esteroides, aminoacidos.

450 Aminoacidos (acido glutamico) @







Salas e dornas de fermentagao
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Tanque pulmdo

Dornas continuas de fermentagio

Separadora centrifuga de fermento

Cuba de tratamento de fermento

Dorna velante de vinho

Coluna A

Coluna B

Coluna €

Tanques de armazenagem

1|Transporte de cana lavoura/ IndUstria 12|Baldo de Flash - Fibrica e Destilaria
2|Depdsito de cana 13|Decantadores - Fabrica e Destilaria
3|Mesa alimentadora/ Lavagem de cana 14|Filtro de lodo - Fabrica e Destilaria
4|Nivelador/ Picador/ Desfibrador/ Eletroim3 15|Pré- evaporacdo e evaporag3o
5|Moendas 16|Tachos cozedores
6| Esteiras de bagago 17|Cristalizadores
7|Caldeiras geradoras de vapor 18|Centrifugas de agucar
8|Gerador de energia elétrica 19|Elevador de canecas
9{sulfitacdo 20|Secador de agucar
10{Caleagem 21|Armazém de agucar
11|Aquecedaores Fabrica e Destildria 22|Trocador de calor




3. PROCESSOS INDUSTR
DA FERMENTACAO DO MOSTO

Classificacéo das fermentacdes industriais

—

i . _ Processos continuos
* Regime de alimentacao da dorna |

Processos descontinuos

~

—

e Reaproveitamento da massade |Processossemreciclo
7 e <
levedura para proxima rodada

Processos c/ reciclo de células

~



3.1 Processos descontinuos

Intermitentes, denominados simples ou alimen

« Simples - a fermentacao s6 tem inicio apos o preenchimento do
fermentador, momento em que se mistura 0 mosto com o fermento

* possivel em condi¢bes de pequenas quantidades de mosto, ndao sendo vidvel paraa

industria alcooleira, tendo uso restrito para fermentacdes laboratoriais e farmacéuticas.

+ Alimentado - mistura-se 0 mosto ao fermento conforme a dorna vai
sendo abastecida
* mais produtivo
* expde as leveduras a menores riscos de se tornarem inativas que no processo de batelada

simples "



Processos descontinuos

\

* inoculacao e incubag¢ao de microrganismos,

« Caracterizado por

+ de tal forma, a permitir que a fermentacao ocorra sob condi¢bes 6timas.

* Neste tipo de produc¢ao, nada € adicionado, exceto

# oxigénio (processo aerdbio),
+ acido ou base (controle de pH) ou

* antiespumante.

19



Processo descontinuo

\

* Utiliza-se varias dornas geralmente com capacidade menor que
as do processo continuo,

* Pode-se dizer que neste tipo de processo, trabalha-se com
varias pequenas fermentacoes,

* pois as dornas sao cheias, fermentadas e processadas uma a
uma.

20



http://dgta.fca.unesp.
br/docentes/waldema
r/antigos/tecfer/proce
ssosfermentativos.P
DF

Agitador —

Trocador de calor

Entrada de liquido

-—4

de refrigerago >

e

Saida de liquido
de refrigeragdo

Meio de cultivo

Aspersor

Ar esterilizado

Saida do fermentado



Fermentacao descontinua ou batelada

Indculo C
—1 P
e X P = Produto
Meio X = Célula
S = Substrato
S
Meio Fermentado

Tempo



Processos descontinuos simples —

Sem recirculacao de células

"-"..l.lllllllll-.....!Ei.->

* Menor risco de contaminacao;

* Vantagens:

* Facil operacao;

* Construcdo e instrumentacao simples e barata;
*  Processo adequado para curtos periodos de tempo;

+ Versatilidade de usos

* Desvantagens:

* Esgotamento do meio de cultivo e acimulo de compostos tdxicos ou degradagao do produto;
*  Menor produtividade volumétrica;

* Preparo do reator entre uma batelada e outra reduz tempo util e aumenta custos.

23
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« TEMPERATURA: 28 a 32°C

« TEMPO DE RETENCAO: 6 a 9 horas

* CHEIRO: frutado

* ASPECTO DA ESPUMA: bolhas pequenas e regulares rebentando na superficie.
* °BRIX ALIMENTACAO: 14 - 16

* °BRIX FINAL: ideal igual a zero.

 TEORALCOOLICO: 6 -9

* pH: 4 a 6 (coleto amostra e analiso).

* ART (Sacarose, Glicose e Frutose) e AR (Glicose e Frutose)

25



Processos descontinuos —

Com recirculacao de células
"

MosTol  FERMENTO—j AGUA ACIDO
l TRATADO

Processo
Melle-Boinot

VOLANTE
DE VINHO
TURBINADO

CENTRIFUGA 1

TANQUE PULMAO DESTILACAO

TROCADOR DE CALOR VINHO BRUTO

26



Processos descontinuos —

BATELADA COM RECICLO:
CENTRIFUGAGCAO

(MELLE BOINOT)
FERMENTO AGUA ACIDO

TRATADO |
.

CUBA =" VOLANTE
DE VINHO

i " CENTRIFUGA 1
AGUA DESTILACAO

— l TANQUE DE
TROCADOR DE CALOR VINHO BRUTO




~_PFS
b Centrifuga

Mosto \

Vinho
Delevurada

Trocadores de Calor


http://www.ebah.com.br/content/ABAAABXVcAK/fermentacao-alcoolica
http://www.ebah.com.br/content/ABAAABXVcAK/fermentacao-alcoolica

\

Fermento Reciclado / Selecionado (creme de levedura)

» Pressupde-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL
— 25 a 28°C
— pH: 3,5a4,2
— mosto diluido: 8°Brix
» Adicao de N e P no mosto

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

29



Tabela 4. Pardmetros Tipicos do Processo Melle-Boinot

Equipamentos ¢ Desempenho
Descrigio Quantidade Capacidade Informacies adicionais
Fermentadores 8-12 300 m* Cilindricos; ago carbono
Centrifugas 3-6 45 m'h Disco, com bocal de descarga
Trocadores de calor 4-6 1.2 x 10 Kcal/ h Placas
Produtividade 3-6 Kg EtOH/L. h

Dados do Processo

Mosto de Fermentaciio
Acucares totais (como glicose, %) 12 -15
PH 55-6.2
Temperatura (°C) 26 - 30
Vinho (Mosto fermentado)
Acucares totais (%) <0,5
Teor de alcool (Graus GL) 7-11GL(9em média)
Concentragdo de células ( % p/v) 7-16
Temperatura de fermentacio (°C) 34 - 38
Rendimento estequiomeétrico (%) 85-92
Tempo de fermentagdo (h) 5-9
Inoculo
Acucares totais (%) <0,25
Teor de alcool (G.L) <4 GL
PH 22-2R
Concentragdo de leveduras (%) 15-35
Tempo de tratamento acido (horas) 1-4
Temperatura (°C) 28-32
Subprodutos
Glicerol 6 % do alcool
Acidos 2 - 6 % do lcool S0
Fermento ( leveduras) 4 - 10 do alcool ( base seca)




FERMENTACAO

AL
DESECONIFIN

* Qperacao:

+ Instante inicial: a solugcao nutriente esterilizada no fermentador € inoculada com o
microrganismo e incubada de modo a permitir que a fermentacao ocorra sob
condicOes 6timas.

* No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio, no caso
de processos aerobicos (na forma de ar), antiespumante, e acido ou base para
controle do pH.

* Terminada a fermentacdo, descarrega-se a dorna e o meio fermentado segue 0s
tratamentos finais.

* Lavar a dorna, esterilizar e recarregar com mosto e inéculo.

+ Volume = constante

31
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* Baixo rendimento ou produtividade quando o substrato exerce efeitos de
Inibic&o, repressao, ou desvia o metabolismo celular a produtos nao

desejaveis;

+ Desvantagens:

* Apresenta “tempos mortos’,

* tempo de carga e descarga de dorna

* periodo correspondente a lavagem e esterilizacao do fermentador.

+ Vantagens:

* Menos riscos de contaminacéo (comparando com o continuo)

+ Grande flexibilidade de operacao (fermentador pode ser utilizado para a
fabricacao de diferentes produtos)

+ E o mais utilizado na inddstria

32



Fermentacao descontinua alimentada

\

+  Também denominada processo por batelada alimentada.

+ Definido basicamente como uma técnica em processos microbianos,
onde um ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador durante o
cultivo e os produtos permanecem até o final da fermentacao.

+ E utilizada para evitar o efeito glicose (represséo) ou inducio.

+ E (til para o estudo de cinética de processos fermentativos.

33



Fermentacao semicontinua

Apos colocar o meio e o inoculo, faz-se; \
’

aguarda-se o termino da fermentacao;

retira-se parte do meio fermentado, mantendo-se, no reator o restante de
mosto fermentado;

adiciona-se ao reator um volume de meio fermentado retirado na operagao 2.

OBS: 0 meio fermentado n&o retirado do fermentador (2) serve de
iIndculo ao meio de fermentacéo adicionado em (3). Reinicia-se, desse
modo, a sequéncia de operacdes acima descritas, que sera repetida
enguanto nao houver queda da produtividade do processo.

Volta meio + microrganismo (geralmente centrifugado).
34



3.2 FERI\/IENTA(;AO

v" Alimentacéo continua de meio de cultura a uma determinada vazao constante.
v Volume é constante através da retirada continua de caldo fermentado.

v Manutencao do volume
v' sistema em estado estacionario ou regime permanente (“steady state”)

v" As variacdes (concentracao de célula, de substrato limitante e produto)
permanecem constantes

v Pode operar por longos periodos de tempo em estado estacionario.
v" Problemas:

v vazbes idénticas de alimentacéo e retirada de meio
v" formacdo intensa de espuma

35
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Vantagens:

*

*

aumento da produtividade do processo;

obtencdo de caldo fermentado uniforme (facilita o
downstream);

manutencao das células em um mesmo estado fisioldgico;

possibilidade de associacao com outras opera¢des continuas na
linha de producao;

maior facilidade no emprego de controles avanc¢ados;
menor necessidade de mao-de-obra.

36
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\

Desvantagens (ou problemas praticos)

maior investimento inicial na planta;

possibilidade de ocorréncia de mutacdes genéticas espontaneas, resultando na
selecao de mutantes menos produtivos;

maior possibilidade de ocorréncia de contaminacdes, por se tratar de um
sistema essencialmente aberto, necessitando pois, de manutencao de condicbes
de assepsia nos sistemas de alimentacao e retirada de meio;

dificuldades de manutencao de homogeneidade no reator, quando se trabalha
com baixas vazdes, ou quando o caldo adquire comportamento pseudoplastico
(cultivo fungos filamentosos)

dificuldades de operacao em estado estacionario em determinadas situacdes.

37



Formas de operacao
rjo) S iste] yntin

* Processo de fermentacao continua normalmente tem inicio em um

processo descontinuo, ou seja,

* carrega-se inicialmente o reator com meio de cultura,

* procede-se a inoculacao com o microrganismo responsavel pela
conversao;

* apos algum tempo de operacao descontinua,

* inicia-se a alimenta¢ao de meio de cultura e retirada de caldo, dando-se

inicio efetivamente ao processo continuo.

38



FERMENTACAO CONTINUA
PROCESSO ANDRIETTA-STUPIELLO

SEPARADORAS CENTRIFUGAS

LEITE DE LEVEDURAS

AGUA ACIDO SULFURICO

DESTILAGAO

VINHD DELEVURADO

MOSTO

FERMENTO CUBAS DE TRATAMENTO
AGUA

GASES GASES

ESTAGIO A

TORRE
DE

ESTAGIO D LAVAGEM

. ]
IIHH “ " VINHO LEVURADO

RESFRIAMENTO



Tabela 5. Pariametros Tipicos do Processo Continuo de Fermentacdo

Equipamentos ¢ Desempenho

Descrigio

Numero de fermentadores 5

Volume do primeiro fermentador 700 m’
Trocadores de calor 3

Vazio de ar (pré-fermentador e primeiro reator) 0,01 vwm
Produtividade 6 -9 Kg EtOH/ m’.h

Dados do Processo

Mosto de Fermentacdo

Agucares totais (como glicose, %) 12 -15
pH 55-6,2
Temperatura (°C) 26 =30
Vinho (Mosto fermentado)

Acucares totais % <0,5
Teor de alcool (Graus GL) 7-11 (8,3 em média)
Concentragido de células ( % p/v) T-12
Temperatura de fermentagio (°C) 34 -36
Rendimento estequiométrico (%) 85-92
Tempo de fermentagio (h) 4-7
Indculo

Acucares totais (%) <025
Teor de alcool (GL) =4 GL
pH 22-28
Concentracio de leveduras (%) 15=35

40

Tempo de tratamento acido (horas) 1-4




Produtos Secundarios de

Reacao (formacao)

fermentacéao

Glicerol Tipo de levedura;
Pressdo osmotica (+);
Formacao de acidos organicos
(succinico e acético) (+);
Producao de biomassa (+)

Glicose »FoP—— DHAPW» Glicerol

Acido Succinico

NADH NAD

Ac. Glutamico
(autolise de proteinas)

aldeido succinico
l+0,
ac. Succinico

Anaerobiose, NADH

Alcoois Superiores

Vem da transformacao dos
aminoacidos

Leucina — alcool isoamilico
Valina — alcoét isobutilico

Aminoacidos,
Potencial redox do meio.




T —

FERMENTACAO
ALCOOLICA

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

- formacao de compostos secundarios: congéneres



PARAMETROS DE

SGCONTROLED A

1) Eficiéncia da fermentacéo (np(%)) EERVIENTAC 7\ O

- Eq. De Gay-Lussac para a fermentacao:
CsH,0¢ — 2CHZ;CH,OH + 2CO, + energia

glicose etanol

Rendimento Ideal (Yt):

180gART —» 2x 46 + 2x44 + energia
(etanol) (CO,)

180g ART ---------- 92¢g de etanol

x =51,11g ou 51,11/ 0,78932 (densid - 20°C) = 64,75ml de etanol a 20°C
-. Yt =51,11g ou 64,75ml etanol a 20°C por 100g de ART

43



“

Rendimento Pratico (Yp):

Yp = g de etanol obtidos do vinho/ g de ART fornecido x 100

Eficiéncia (Yp/Yt): np (%) = (Yp/Yt) x 100

44
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2) Produtividade de Fermentacéo - PR:

- expressa a velocidade com que o etanol € produzido,
relacionando sua concentracao no vinho pela unidade de tempo:

PR (g de etanol. L de vinho1. h-1) = [etanol no vinho] (g.L1)
tempo de fermentacéao (h)

3) Atenuacéo de Brix

 Inicio: rapido até enchimento da dorna

* Meio: lentamente até proximo do término
« Final: leituras coincidentes
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4) Temperatura
 temp: 32 a 35°C

5) Tempo de Fermentacéao

Mostos de caldo e de melaco: 6 a 8h

6) Acucares Residuais

* levedo e mosto bem preparado —» AR — zero
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Fermentacao continua - Usina Sao Manoel




LAN0451 Aclicar e Bebidas - Processos Fermentativos




D. Fermentacoes industriais

-‘

+ podem ser classificadas de acordo com os tipos de alimentacao das
dornas e desenvolvimento da fermentacao

« Tipos de processos mais comuns:
e Descontinuo (ou Batelada) (Figura 1a)
e Continuo (Figura 1b)

e Semi Batelada (ou semi continuo) (Figura 1¢, 1d e 1e)

>0 LANo0451Aguticar e Bebidas - Processos Fermentativos



—» Produto

(b)

:

Produto

(c) (d) (e)
Figura 1 — Formas de alimentag&o de um sistema (Levenspiel)
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EXEMPLO OPERACAQO VOLUME COMPOSIGCAO
(a) Batelada Constante Variavel
(b) Continua Constante (no riggiin;n to)
(c) Semi Batelada Variavel Variavel
(d) Semi Batelada Variavel Constante
(e) Semi Batelada Constante Variavel

Tabela 1 - Andlise da variagdo do volume e da composi¢ao do meio reacional
em funcao do tempo para diferentes formas de operacéo de um reator.
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* Primeiros sistemas - dornas ligadas em série,

* com quantidade e tamanhos variados, em cascata,

* as primeiras dornas continham cerca de 70% do volume total em fermentacao.

* Com a evolucao dos processos da fermentacao
* otimiza¢ao dos mesmos com reducao dos volumes e do tempo de fermentacao com aumentos na
producdo
* O processo ainda é 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;
* Reduc¢do do consumo de insumos, de uma maneira geral.
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Processos continuos

* Mais complexo,
* sistema aberto e sensivel a contaminacdes,
* maior custo com o meio de cultura,

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

Mais utilizados em bancada para desenvolvimento de processos, ndo sGo muito usados

industrialmente
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CONTROLE DE PROCESSOS

FERMENTATIVOS -
\

v’ Parametros quimicos
v’ pH e acidez

+ Parametros fisicos
* Tempo

* Temperatura
g v" Sélidos soluveis (°Brix)

v" 0, dissolvido
v 0, nafase gasosa

+ Atividade de 3gua
* Pressao

* Vazao de liquidos
) v' CO, na fase gasosa
* Vazao de gases

* Velocidade de agitacao
* Parametros bioldgicos

+ Medidas de crescimento - biomassa

* Medida de contaminacao
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Centrifugacéo separadora do levedo do
vinho

- saida do vinho por presséao pelo centro
superior




FermentacOes Anaerdbicas

f TiIpo de~ Aplicacio Produto Mlcrorgar_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
guimicos
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

guimicos




FermentacOes Aerobicas

Alimentos P&o, massas Saccharomyces

Reproducédo de | Quimicos e Biopolimeros (plésticos | Beijerinckia sp
microrganismos | farmacéuticos | biodegradaveis)

Cosmeéticos Eritrucelulose Gluconobacter

Condimentos | Glutamato Leveduras selecionadas
monossodico

Farmacos Penicilina Penicillium notatum

Acética Condimento | Vinagre Acetobacter aceti

Quimico Acido acético Acetobacter pasteurianus
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