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1. INTRODUCAO

Na fermentagdo alcodlica, o que € mais importante ho
microrganismo?

O micro-organismo mais utilizado para produzir é a
levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae,

No Brasil, a fermentacdo alcodlica industrial ndo é
conduzida sob condicdes estéreis.

v’ Conseqiiéncia: - presenca de leveduras selvagens no processo;
- presenca de BACTERIAS INDESEJAVEIS.

> Microrganismo no processo industrial de produgdo do alcool
- Leveduras

- Bactérias




2. MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO ALCOOLICA

v" Microrganismo produtor de dlcool e micro-organismos
produtores de ndo-alcodis.

Isso € questao de vida
ou morte! Tem que
saber.

°
. .. ) V4 . .
- Qual micro-organismo é o mais interessante para a

produgdo de dlcool, no processo industrial?? (FESEEERGCGII—

P Tem gue saber!!.
- A levedura - Saccharomyces cerevisiae qu

- Quais sdo os micro-organismos indesejdveis no processo
de produgdo de dlcool? - As bactérias

-Coexisténcia no processo industrial

Desejavel: somente as leveduras




w Preparo do inoculo.

CARACTERISTICAS DE INTERESSE NAS LEVEDURAS

»Velocidade de fermentagado;
> Tolerancia ao alcool;

> Rendimento fermentativo:
> Resisténcia a acidez;

> Estabilidade.

Produtividade: g de alcool/L de vinho/hora.
Rendimento fermentativo: g de alcool/g de acucar




LEVEDURAS

Introducéo - Habitat — Morfologia — Citologia - Fisiologia - AplicacSes

A CELULA EUCARIOTICA

Mitoctndrio

Complexo de Galgl

¥ocholo

Citoplasma

Eibossomo —

Reticulo
endoplosmético liso

i:ﬂggi:;smmu N -..1 r

hodln

Membrana plasmdtica —

Porede cellular J / \H\k

Mucleola /

ko 7 —
A reserva de
nutrientes da célula.
Glicogénio, lipideos,

trealose...



= LEVEDURAS

Introdug&o - Habitat — Morfologia — Citologia - Fisiclogia - Aplicagdes

(5) Nucleo
Onde esta contido o material genético
da célula.

Cromatina

o R . Poro nuclear /
- Envelope nuclear :
i ¥ F T - -. ] s, Por [ £5 g :'
¥ 5 o ; = ’ IL:. M.
. A

- O Nucleo

Al e
Poro nuclear —
.'_'.-_

AN (B) Detalhes do envelope

g ! L Y nuclear e da poro
W
3 i !

..-'I:. "' ) :

E, _E ] :
L.

’ ke L wlag /
==\ T8 7/
by 3 .

i . ..-' e

R

Nucléolo

-
2~ i

Envelope nuclear

Polirribossomo



Introdugéo - Habitat — Merfologia — Clitelogia - Fisiclogia - Aplicacdes

- Mitocondria

Matriz

Cristas

(5) Mitocondria

pequenas organelas commembrana
dupla com “invaginacdes internas”
(cristas);

a funcao € conversao da energia
aerobici (ATP); sintes de proteina €
RNA.

Membrana Membrana

inferna

exferna



g LEVEDURAS

Introducéo- Habitat - Morfologia — Citologia — Fisiologia - Aplicacdes

4. REPRODUCAO EM LEVEDURAS
(a) brotamento ou gemulacao (multiplicacao

7 vegetativa)

Reprodugé& - assexuada -
(b) esporulacao (formacao de “ascos”)
- sexuados sob estresse -

¢ASE DE anom

b O Brotamento

ADULTO
\ \ RECICLANDO

&_Q//

Mse DE MATURAGRC

Figura 4 - Ciclo vegetativo de
leveduras alcodlicas. (Horii, 1980)



‘ ; E = Introducéo - Habitat — Morfologia — Citologia - Fisiologia - Aplicacdes

Metabolismo de levedura: catabolismo anabolismo
l ~ respiracao ,
degradacaoe™ bitac sintese
do substrato™ fermentagdgo de material
celular
libera uso da energia
energia » para sintese

(1) Respiracdo-» oxidacao bioldgica de substratos organicos sob sistemas
multienzimaticos que catalizam a oxidac&o transporte de elétrons na
cadeia respiratoria onde ha ativacao do oxigénio (acepfa ®mrmacao de
agua.

(2) Fermentacdo—- reacO0es em que compostos organicos atuam como
substratos e como agentes de oxidacao, em uma sequencradadde
reacOes enzimaticas.
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Bioquimica da fermentacao
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6. DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS

- suprimento de nutrientes;
- composicao quimica do meio;

Crescimento populacional < - composicgéo fisica do meio;
da levedura - constituicao e estagio de
desenvolvimento dos microrganismos.
L} Depend (funcao ~
nutrientes;
condicéao acidez;
domeio <  temperatura;
aeracao;
agitacao;




6.1. CINETICA

Desenvolvimento ou crescimento referente aumento populacional (multiplicacéo celular)
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células totais

1 - Lag-fase

2 - Fase de acelerac&o do crescimento

3 - Fase exponencial de crescimento

4 - Fase de desaceleracéo do crescimento
5 - Fase estaciona

6 - Fase de declinio

Figura 6 - Fases de crescimento das
leveduras em fermentacao



g Crescimento populacional

(1) Fase “Lag” — adaptacao, reconstituicao enzimatica,
degradacao macromolecular, etc.

(2) - funcéo linhagem de levedura , idade do cultivo
ante: de transferénci da meic e composica dos meios
de cultivo anterior e novo.

(2) Fase de Aceleracde aumento gradual da velocidade de
multiplicacao celular.

Ocorre diferentes capacidades individuais dos micro-
organismos ao meio e distintas velocidades individuais




Crescimento populacional

-
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(3) Fase Exponencial- aumento exponencial do nimero de células,
senao gque cada célula se divide a intervalos constantesge.te

Caracteriza-se paraumento exponencial do n° de células da populacao,
iIntenso metabolismo e estabiliza o tempo de geracdo daduas
grand¢ quantidad de produto: de excrecac metabolito
intermediarios, temperatura e outros fatores alterandaapente a
composicao

- Duracdo e controlada» composicdao e estado fisico do meio
dependendo do n° de celulas por unidade de volume e a acuw@aulac
de metabadlitos e produtos finais (inibidores);

Quantidade de in6culo n&o influéncia o tempo de geracdo sa fa
exponencial, mas atrasa por prolongar a fase de multiglacac
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l,
s Crescimento populacional

(4) Fase Estacionaria- caracteriza-se pelo n° de células na
cultura permanecer quase constante por
um periodo de tempo, ha unbaixo
consumo de energia, ocorre a manutencao
da viabilidade até esgotamento das
reservas.

- Fatores que induzepsta fase

- deplecao de nutrientes do meio;

- acumulo de produtos finais toxicos.




l,
s Crescimento populacional

(5) Fase Declinio- o numero de células que morre excede o numero de
células novas,

- Por que ocorre ?

Composicdo do meio (esgotamento de nutrientes, acumuloadieitps
finais, etc) e condicOe fisicas e quimica: do meic (pH, temperatur: etc.)

Quando deve ocorrer no processo industrial de produca@adel@t
NUNCA!??!l POR QUE??




w 7. Fatores interferentes no metabolismo da levedura

Questao de vid
ou morte!ll Tem

gue saber.
. / -
(>16%)T0 S CONSUMO DE AGUCAR
A —
(]
ETANOL | ETANOL o
)
GLICOSE w
(<10%) w
ETANOL | BIOMASSA g C
BAIXO g PRODUGCAQ DE ETANOL
OXIGENIO ALTO ]
=>
Figura 9 — Figura demonstrando o CRESCIMENTO
comportamento da fermentacao, conforme a
composigao de agucares gr® meio. . s
TEMPO

(HORAS)
Figura 8 - Efeito da condicédo ambiental
sobre o comportamento metabdlico 8m
cerevisiae



w 7. Fatores interferentes no metabolismo da levedura

(7.1) Influéncia da glicose

Conc. Glicose >15,0 % (150 g/L) - pode inibir enzimas ferragwmas.
Conc. Glicose de 0,3 a 0,75 % - inibicao seletiva da respiraga

Conc. Glicosd15% em meio aerobice. via fermentativa completa, pois
mitocondria é reprimida e citocromo nao funcionam.

Conc Glicose baixe € oxigénic altc — catabolism oxidativc / respiraca
(nao ha fermentacao) efeito Pasteur

(7.2) Efeito do Oxigénio / Agitacéo

A moderada aeracao (15 a 20 mm/dia) auxilia na suspensaoetidgasc
mais do que efeito direto do oxigénio (maior superficie daaio).

E capaz de induzir a respira¢éo, dependendo da concentiagglcose
do meio.



w 7. Fatores interferentes no metabolismo da levedura

(7.3) Efeito da concentracdo de Etanol

* inibe a atividade metabdlica e levando a mortelelaeduras (sem
condicao de sobrevivéncia);

« limite no vinho: 12 % de alcoch variavel por: espécie e linhagem de
leveduras e condicOes da fermentacao.

06T \
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02+ \

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ‘9 10
ETANOL EM VOLUME %

mi etanol/g lev./h

Figura 10 - Influéncia do etanol na fermentacao.



(7.4) Efeito da temperatura

Clima

Fatores externos T da agua
Mudanca na / T do mosto

temperatura \
Fatores { Calor liberado na

-ldeal: 30 a 36 °C intrinsecos

fermentacao

(a) Influéncie de temperatur ne variaca« dc tempc de geracad e da coeficients
especifico de crescimento em uma linhagem da leveshoGharomyces cerevisiae

Temperatura Tempo de geracao (n)  Coef. espec. ccresc. g/t
L 5 ] 0.15
3 021
30
22 031
21 0.29
- 0.19

40




Fermentacao alcoodlica e rendimento fermentativo

Segundo a equacao de Gay-Lussac para a fermentacao alcodlica, tem-se:

CH,O, UUOOO-2CH;CH,OH +2 CO, + energia +outros
monossacarideo etanol gas carbonico

Rendimento alcoodlico ideal:

CH,O, UL - 2CH; CH, OH +2 CO, + 23,5 calorias + outros

1809 2 X 469 2 X 44 ¢
180 gramas de ART ---------------- 92 gramas de etanol - x =51,11 gramas
100 gramas de ART---------------- X gramas de etanol

ou 64,75 mL de etanol a 20° C (densidade do etanol a 20° C =0,78932)




PREPARO DO INOCUL(




w PREPARO DO INOCULO PARA INICIAR A
SAFRA

v'Fermento Prensado
v Fermento Reaproveitado do Ciclo Anter

v' Fermento Selecionado (cultura pura)



PREPARO DO INOCULO

Fermento Prensado

Adaptagdo gradual (vem da panificagdo)
Minimiza o tfempo de partida - dita "partida direta”.

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

Aclmulo gradual de conc. de fermento na dorna

Condigoes requeridas: resfriamento do mosto (30 a 35
°C).

TSP

Esa1Q



ko PREPARO DO INOCULO

« Fermento Reciclado / Selecionadgeite de levedura)

Pressupde-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL

-~ 25a28°C

-~ pH: 3,504,
Aumento gradual do teor de aglcar



PREPARO DO

Processo de Melle-
Boinot (década 30)

Evolucéo:

(1) Substituicao do
decantador por filtro d
tela e centrifugacao do

fermento.
(2) Diluicao do melaco
com caldo tratado.

| Agua L| Lcmdo Jﬂ Melago

INOCULO
g Diluidor
l Acido ﬂ\:j
% — | !
Leite de f = —
leveduras T 2y 1T -
I = . | 11 I
Vinho delevurado '\='=/| e=tl= Lj
Cubas de|tratamento
Fermento
Vinho
Mosto
Dorna Do 1. DEERE
Volante
M (] i : — L!\!\h-,/ﬂ(
Esgdto

Filtro




e Preparo do inbéculo

6.2 Propagagdo do fermento selecionado

Etapa de iaborardrio

Pl

© " Cultura 100 mL 500 mL 2.500 mL 12.500 mL
L 5° Brix 7° Brix 9° Brix 11° Brix

o o

|... Etapa industrial gt o

) =>4 | -.-3—Mofsto
*~ Refrigeragéo
™ il
520 O X [ D :Amostragem
o FE | H 1.000 L O G | S _,._E:X?por
2 Vapor v
Shae | o 80000 ) T L
s a
7 N8 A 50 a 100 litros
F5= 15.000L ’
s Aparelho de cultura
¥ « pura
. Pré-fermentador

: “4Figura 1.2 — Esquema da preparacdo do inéculo



e
PN Consideracoes finais

v A producdo de etanol por via fermentativa é feita
exclusivamente comuso de leveduras, da especie
Saccharomyces cerevisiae;

v" O teor de aclcar no mosto é muito importante para definir a
rote metabodlici de degradacé dc aclca adotad pele
levedura;

v O preparo do fermento pode ser feito de trés formas: cultura
pura, fermento prensado e aproveitamento de reciclos de
outros processos. Esta pratica deve anteceder o inicio da
colheita cana de 7 a 30 dias.
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