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Leveduras - novas oportunidades para o
Setor Sucroenergetico

Introducado

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, eucaridticos,
normalmente, ndo patogénicos e sdo classificados como
fungos.

v' Esse grupo de microrganismo ja utilizado pela humanidade
a mais de 5000 anos;

v' As leveduras foram descritas pela primeira vez por
Antonie van Leeuwenhoek, em 1680;

v Em 1857, Louis Pasteur associou a fermentagdo alcodlica a
presenga de leveduras;



Leveduras - novas oportunidades para o
Setor Sucroenergetico

Introducado

v'Os principais estudos de classificagdo das leveduras se
deram entre 1930 e 1960;

vEm 1978, foi realizada a primeira tfransformagdo genética
em leveduras;

v'Em 1990, foi aprovado o uso da primeira levedura
transgénica para panificagdo.

v'Na inddstria da cerveja, em 1994, teve inicio o uso de
leveduras transgénicas.

v Em 1996, a levedura Saccharomyces cerevisiae tornou-se
o primeiro ser vivo a ter todo o genoma mapeado.



Tipos de leveduras

2.2 Predominantemente:

- Saccharomyces cerevisiae

Até 1984, existiam vdrias espécies, mas pela
nomenclatura atual sdo todas classificadas como
Saccharomyces cerevisiae

2.3 Ndo-convencionais:

Pichia, Kluyveromyces, Candida, Schwanniomyces,
Yarrowia, Phaffia, Hansenula, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces




LEVEDURAS
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e
Redondas Trigonopsis Bm
Q Candida W
Saccharomyces e
Candida albicans
Saccharomyces
cerevisiae
Saccharomyces
. cerevisiae
Ovais Hansenula
O Saccharomyces ",
Trigonopsis Hansenala -:3"’
Cilindricas Hansenula Saccharomyces
@ Saccharomyces cerevisiae
Kloéckera



Introducédo - Habitat — Morfologia — Citologia — Fisiologia - Aplicacdes

Leveduras — unicelulares, frequentemente ovais,
arredondadas e as elipticas.

4 - Comprimento: 5 - 16 micra

- Largura: 3 - 7 micra

-Crescimento: afetado por deficiencias -
nutrientes, (P e Mg), vitaminas (biotina, niacina, dac.
pantoténico e piridoxina).

- Tamanho: 5 vezes maior que bactérias
(observagdo ao microscopio - 100 a 400 x).
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A CELULA EUCARIOTICA

CELULA VHSEA, CELULA ANIMAL
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(1) Parede celular- 30% peso seco/ceélula;

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

esteroides.

Enzimas extracelularesnvertase, fosfatase, amilo-

pectidases, glucoamilase, etc. (translocacao e

. | ) desdobramento das fontes para utilizacdo pelo
externa - ; ) - f 1 f‘?
1 : __,citoplasma).

L’l ’"lﬂo -0

Parede £
interna 8
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- Membrana Plasmatica _ |
(2) Membrana citoplasmatica ou plasmalema.

Exterior a célula Posic&o abaixo da parede celular e delimita em
seu Interior todas as microestruturas e o

Camada dupla
de fosfolipideo

hialoplasma.

Integridade e estabilidade cations inorganicos
periférica (Mgz"', Cé"‘ e K"‘)

Interior da célula

Permeabilidade seletiviontrole de translocacao

de compostos do meio externo ao interior da

Parede ¢
| 5
extema ¢ ¢

15 . :
- - - célulaevice-versa).

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

Cromatina
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- 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

12
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(6) Ribossomos
Organelas: Ligado a sintese protéica.

Envelope nuclear

Cisternas

Rihassomos

- Reticulo
Endoplasmatico;

- Ribossomos

-Complexo de Golgl

- Vacuolo; o | ,
oo (MDA reserva de

'\ |/ nutrientes da célula.
* |\ Glicogeénio, lipideos,
trealose...

(8) vaCL’IO|O RE liso Ribossomos . RE rugoso
Membrana vacuolar — natureza lipoprotéica.
Armazenador temporadrio polifosfatos e lipideos enzimas 13
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- Reproducao

(a) Reprodugdo assexuada - brotamento




LEVEDURAS
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- Metabolismo

1 - Respiracdo

Oxitativo: CgH,,0, > €O, + H,0 + 36 ATP

2 - Fermentacado

Fermentativo: C;H.,0. > 2C,H.0H +2C0, + 2 ATP

15



LEVEDURAS
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- Metabolismo

1 - ReSpil”GCaO Aerobic respiration

- Sugar
- Formacéao de ATP, CQ
e biomass:

Oxygen

16
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- Metabolismo

2 - FermenTacao Anaerobic fermentation
- Formacéo de etanol, Sugar —~= Glucose-6-phosphate
glicerol, acido succinico
e C02 GIWCRrol e  Triose phosphates

Pyrurvate
7
£l [ Ethanol Oxaloacetate
+
CD;,
SuCcinate

17
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- Metabolismo
3 - Efeito da concentracdo de acucar

1 — Presenca de altas concentracoes de
oxigénio e de aguUcar — Efeito Crabtree;

ALTO

2 — Presenca de altas concentracOes de
oxigénio e de baixa de acuce Efeito

ETANOL | ETANOL

GLICOSE

Pasteur;
3 — Auséncia de oxigénio e altas ETANOL |BIOMASSA
concentracOes de acucar; BATXO
OXIGENIO ALTO
4 — Auséncia de oxigénio e baixas
concentracdes de acucar, Figura 8 - Efeito da condigdo ambiental
sobre o comportamento metabdlico 8m

cerevisiae

Efeito Crabtree:

v Valor critico da concentracao de acucar varia de 0,05 a 0,75 %;
18
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Fatores que afetam o estresse em leveduras

Etanol /CO,
Estresse osmatico ﬂ

A

Estresse mecanico,
f Pressao hidrostatica

Esgotamento _——— lemperatura
de nitrientes———
anaerobiose
= Bactéria
Envelhecirﬁo ﬁ Choque de pH
de células

Desidratacao/rehidratacao 0
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(7.3) Efeito da concentracdo de Etanol

Inibe a atividade metabdlica e leva as células de levedunagrée (sem
condicao de sobrevivéncia);

Limite no vinho: 12% de alcool- variavel por: espécie e linhagem de
leveduras e condicdes da fermentacdo. Ha estudos que nrelata
fermentacdo com producao de vinhos com 23 % (m/v) de etanol.

06T \
04+
02+ \

0 1 2 a3 4 5 E 7 B 9 10
ETANOL EM VOLUME 9%

ml etanocl/g lev./h

. A ~ 2
Figura 10 - Influéncia do etanol na fermentacao (Franz, 1961) 0
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LEVEDURAS

Morfologia — Citologia — Fislologla - Aplicacoes

(7.4) Efeito da temperatura

Mudanca na
temperatura

-ldeal: 30 a 36 °C

Clima
atores externo T da égua

T do mosto

intrinsecos

Fatores { Calor liberado na

fermentaca

Tabela 1 - Influéncia da temperatura na variacao do tempo de gerdg@oeficiente
especifico de crescimento em uma linhagem da levé&dacharomyces cerevisiae

Termperatura Tenpo de geracao (n)  Coef. espec. ccresc. g/t

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 -

21



LEVEDURAS

Fermentagdo - produtos e objetivos

(acticares, aminoacidos, etgM2'S leveduras

NO MOsto)

4

Compostos da «®

autdlise de levedura ~II
Fendis

h’l

L=

Acidos (organicos & graxo:

&

: Alcodis superiores

(etanol & fusel oils)
Compostos sulfurados

I,
v ~
Y

Aldeidos e cetonas l Glicerol
Esteres Walker,,3003.




+ 6 Velocidade de fermentacdo

Fermentagdo - CINETICA

tempo

Figura 1 — Variacao de teor de substrato (S), teor de leveduras (X) e do )

- ] 3
teor alcoodlico (P) com o tempo em um processo descontinuo.



+ 6 Velocidade de fermentacdo

Fermentagdo - CINETICA

A partir das curvas demonstradas na Figura 1 é possivel
determinar:

1) Velocidades médias que ocorrem as transformagdes (consumo de
substrato, crescimento celular e formagdo de etanol);

2) Velocidades instantaneas que ocorrem as transformagoes.

A medida de velocidades médias pode ser de grande
valia para a determinagdo do dimensionamento do

fermentador (reator), para auxiliar a interpretar o fenomeno
de fermentagdo;

A velocidade média no caso da formagdo de produtos

(células e etanol, por exemplo) é também denominada
produtividade.

24



+ 6 Velocidade de fermentacdo

A titulo de exemplo sdo mostrada a seguir as velocidades
médias de consumo de substrato (r,), de formagédo de produto
(r,) — produtividade e de crescimento celular ( r,), entre os
instante inicial (to) e o final (tf) do processo.

o AS N I‘;.L:r -Sf (/L/h) 1
At it -to
; - AP Pt-Po |
rp= = o/LL.h 2
E At tf -to ( )
IX = A% = XI\ RiC (g/Lh)y 3
At i1 -to

25



L + 7 Fermentacdo

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

CH,0O, 0OOOO - 2CH;CH,OH +2 CO, + energia +outros
monossacarideo etanol gas carbonico

Rendimento alcoolico ideal

CH, O, U000 - 2CH; CH, OH + 2 CO, + 33 calorias + outros

1809 2 X 46¢ 2 X 44 ¢
180 gramas de ART ------ 92 gramas de etanol
100 gramas de ART- ----- X gramas de etanol

~ X = 51,11 gramas ou 64,75 mL de etanol a 20° C
(densidade do etanol a 20° € = 0,78932)

) 8]
»




4 CELULA BACTERIANA

Material nuclear

T N

Figura 3 - Representacao esquematica da estrutura da célulama¢erlczarp31980)



4 CELULA BACTERIANA

v' Bactérias normalmente encontradas na fermentacao
alcodlica

Espécie coloracao de Gram
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus fermentum

Leuconostoc mesenteroides

Bacillus subtilis

Acetobacter acetii

Escherichia coli




4 CELULA BACTERIANA

v Tipo de reproducao :

- Fissao binaria, onde uma unica célula se divide em duas:

- Reproducao assexuada.

> Tempo de geracao:

E o tempo necessario para a populacéo duplicar o nimero de
microrganismos. Em geral, as bactérias apresentam tempo
de geral de 15 a 20 minutos.

*Nota:lsso indica que os efeitos da presenca de bactérias no
processo podem ser observados rapidamente, se a populacéao
bacteriana inicial for grande. 29



Produtos produzidos na fermentacao

Producao de acidos :

- Lactico
- Acético

- Butirico

Producao de gomas

- Dextrana

30



5 Consequéncias da contaminacao bacteriana
na fermentacao industrial

v' Diminuigdo da produtividade e da eficiéncia
fermentativa das leveduras

v Causas:

- Consumo de aglcares e nutrientes pelos contaminantes
- Consumo de parte do dlcool produzido

- Produgdo de toxinas

- Floculagdo do fermento

- Uso de biocidas para controlar infecgoes

- Floculagdo do fermento

- Formagdo de espumas a1



5 Consequéncias da contaminacao bacteriana
na fermentacao industrial

v'  Consideracoes importantes no processo industrial

- Contaminagoes bacterianas consideradas sob controle:
< 10° células/mL de mosto

- Contaminagdo considerada preocupante:
> 107 células/mL de mosto.

E hecessdrio adotar alguma medida de controle. Quimico -
Ex: KAMORAN 3 a 5 ppm.

32



w 6 Consideracoes finais

v' A produgdo de dlcool € realizada a partir da
fermentagcdo de agucares por ag¢do de um micro-
organismo chamado levedura, especificamente a
espécie Saccharomyces cerevisiae;

v Na produgdo industrial ndo € utilizado mosto
esterilizado; por isso, hd a presenga de microrganismos
indesejdveis (bactérias)

33



w 6 Consideracoes finais

v Na fermentacdo alcodlica as bactérias sdo
contaminantes e causam prejuizos na produgdo de
dlcool que reduzem o rendimento e a produtividade
industrial.

v O ideal € vrealizar a fermenta¢cdo com mosto
esterilizado, porque  permite  trabalhar
eficientemente com leveduras de alta produtividade
e eficiéncia fermentativa

34
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