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Fonte: Elaboragao de Luiz Auisto Horta Noiueira.
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Fonte: Seabra (2008).




Fermentacao alcoolica

fermento (leveduras)
Acucares do - etanol + CO,
caldodecana  T=32°C, pH=4,5
(Mosto)




Aclcares  ===seeee >

Glicose
Frutose

» Esteres,

: aldeidos
Alcoois superiores
' 4 e n .
Glicerol Acidos organicos:

acético, succinico, ...



: ~ Glicose N
Respiracao | Fermentacao
Glicolise
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/ Acido Piruvico \
Acetil Co-A Desidrogenase alcodlica
! !
Ciclo dle Krebs CH;—CH,—OH + CO, + 2 ATP

Cadeia respiratoria

H,O + CO, + 36 ATP




Vias de degradacao de carboidratos:
respiracao e fermentacao

Esquema simplificado de respiracao celular




Vias de degradacao de carboidratos:
fermentacao

2 NAD 2 ADP + 2P

2 ATP

5
........

Fermentacao
Alcodlica

Etanol Etanol
(C.H,OH) (C.H.OH)
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Fermentacao:

Glicose + 2 ADP + 2 Pi+ 2 NAD* = 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH* + 2 H*

2 Piruvato + 2 NADH* + 2 H* = 2 NAD* + 2 Etanol + 2 CO,
(Zn)



TRATAMENTOS INICIAIS




Preparo do mosto
— condicionar a MP p/ atender as exigéncias da fermentacao

(Objetivos)
v eliminar impurezas grosseiras (peneiragem);
v eliminar particulas coloidais (caleagem mais branda);
v/ preservar os nutrientes (vitaminas, aminoacidos, etc.);
v reduzir a contaminacao microbiana (aquecimento e decantacao);

v teores adequados de acucar total (Brix) através de
diluicdo/concentracao;

v controle da acidez do meio e da temperatura.



MosSto

Condicdes otimas:
temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido, etc.
fontes dos elementos “principais”
C,H, O, N
fontes dos elementos “secundarios”
P, K, S, Mg
vitaminas
fontes de elementos “tragos” (quantidades minimas)
Ex. Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, etc.



choalcoolelrna

Fatores fisicos e quimicos que
influenciam a fermentacao

alcoolica:



Fermentacgao alcoodlica
Fatores que limitam a produtividade:
O Nutrientes minerails — N: K; P; Mg; Zn; Mn; etc.
O Agentes toxicos —— Sylfito, excesso de K*+: Cat+: Al*++
O Temperatura elevada.
A Concentragao de etanol.
A Acidez (pH).
O Pressao osmotica ——s Acticares e sais.

a Contaminagao > Bactérias e leveduras.

Condicoes estressantes para a levedura.



A FERMENTAgﬂo ALCOOLICA
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Efeitos da temperatura: 1 €mperatura

J Fatores externos;
¢ mudanca na temperatura da agua, clima, mosto.

[ Fatores intrinsecos;
+¢ Calor liberado durante a fermentacao.

Tabela: Influencia da temperatura na variacao do tempo de geracao e do coeficiente
especifico de crescimento para a linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Tempo de geracao | Coef. Espc. De Cresc. (g/1/h)

20 5.0 0.15
24 3.5 0.21
27 3.0 0.30
30 2.2 0.31
36 2.1 0.29
38 4.0 0.19
40 --- ---




Temperatura da fermentacao

Q Influéncia direta sobre a fermentacao.

a Favorece multiplicacao bacteriana.

Q Acima de 35 9C afeta o desempenho da levedura.

O Reducao da viabilidade de fermentacao.

»Temperatura otima;

< Fermentacao 28 a 34 °C.




VINHO VIABILIDADE

Temperatura X Viabilidade

95,0
940
93,0
8920
91,0

90,0

89,0
32,8 33.3 33,8
VINHO TEMP. MAXIMA

Y =244 57798 - 424762 X (* r=-0,80498)



Temperatura X Contaminacao do vinho

194
144
94

44

VINHO BAST. x 106

32,0 33,0 34,0 32,0 36,0 37,0
VINHO TEMP. MAXIMA

Y =-1721,24045 + 5210960 X  (** r=0,78442)



Q Fermentacao

PH

pH inicial 4,2 a 5,1.

Reduz com pH 3,9 a 4,1.




Efeito do pH na atividade de invertase da levedura
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Velocidade relativa da reacao




Condicoes ambientais
(substrato x produto)

Efeito da concentracao de etanol e glicose sobre o
metabolismo de S. cerevisiae.

ALTO _
Efeito Crabtree
ETANOL | ETavor |—"
GLICOSE
ETANOL |BIOMASSA|
Efeito Pasteur
BATXO X
<0,90/L OXIGENIO ALTO



Efeito da concentracao de etanol

< Inibe a atividade metabdlica e leva a morte (sem condicoes de sobrevivéncia).

» Limite do

vinho — 12% de alcool — variavel (espécie e linhagem de

leveduras e condicoes da fermentacao).

mL de etanol/ g.lev./h

| |
8 9 10
% etanol em volume

ot
N =
Wt
I =
ui=+



ermentacao

Agentes da




leveduras (Saccharomyces cerevisiae) — unicelulares,

frequentemente ovais, arredondadas e as elipticas.

Comprimento: 5 - 16 micra

largura: 3 - 7 micra

Obs: 5 vezes maior que bactérias.

permite a separacao na centrifugacao
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(1) Parede ce

» Enzimas Extracelulares: invertase (translocacéao e

desdobramento das fontes para utilizac&o pelo

citoplasma).




(2) Membr@ citoplasmatica ou plasmalema

* Integridade e estabilidade

A

» Permeabilidade seletiva (controle de translocacac
de compostos do meio externo ao interior da
célula e vice-versa).




O

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

(4) Vacuolo

* Armazenador temporario: enzimas




O

(5) Mitocondria

* € conversao da energia aerdbica (ATP); sintese de
proteinas e RNA.

% . | (6) A célula contém reserva de nutrientes.
o * « Glicogénio, lipideos,...

(7) Nucleo




REPRODUCAO EM LEVEDURAS

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

(b) esporulagao (formacao de “ascos”) - sexuados sob estresse -
DE
| i BRO“‘C@o )
| R |
(a) brotamento b N
ADULTO
Ciclo vegetativo de
leveduras alcoolicas. < O /
1S e yATURAGRO




FISIOLOGIAE E METABOLISMO DAS LEVEDURAS

& |
« Metabolismo de levedura: catabolismo anabolismo
=
respiracao degradacéo sintese de
i >do substrato material
fermentacéo l celular
libera ~Uso da energia
Energia ~ para sintese

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

(2) Fermentacao — reag0es em gue compostos organicos atuam como substratos
e como agentes de oxidacdo, em uma sequiéncia ordenada de reacdes enzimaticas.




CINETICA

Cel. Vidveis M I CROB IANA
7< L Desenvolvimento ou crescimento

= — referente a aumento
& totais populacional (multiplicacéao
celular)

n
M

Fases de crescimento das
leveduras em fermentacio

1 - Lag-fase
2 - Fase de aceleracédo do
. \ crescimento
3 - Fase exponencial de
crescimento
4 - Fase de desaceleracao do
crescimento
5 - Fase estacionaria
6 - Fase de declinio

log X1
log X&

-




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

funcao:
v linhagem de levedura;
v"  idade do cultivo antes da transferéncia do meio;

v' composicdo dos meios de cultivo anterior e novo.

(2) Ease de Aceleracdo — aumento gradual da velocidade de multiplicacéo
celular.

«  Ocorre diferentes capacidades individuais dos microrganismos ao meio e
distintas velocidades individuais



(3) Fase Exponencial — aumento exponencial do nimero de células, cada célula
se divide a intervalos constantes de tempe:

Caracteriza-se por :
» aumento exponencial do n° de células da populacéo
» Intenso metabolismo e estabiliza o tempo de geracdo das leveduras

» grande quantidade de produtos de excrecdo, metabolitos intermediarios,
temperatura e outros fatores alteram rapidamente a composicao

» duracéo é controlada — composicao e estado fisico do meio dependendo do
n° de células por unidade de volume e a acumulacdo de metabolitos e produtos
finais (inibidores);

» guantidade de inéculo ndo influéncia o tempo de geracdo na fase
exponencial, mas atrasa por prolongar a fase de multiplicacéao.



(4) 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 manutencdo da viabilidade até esgotamento das reservas.

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

(5) Fase Declinio -

v’ 0 nimero de células que morrem excede o nimero 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.)




Leveduras com alto desempenho fermentativo
Q Suportar os estresses da fermentagao Industrial com reciclo
de células.

% Altas temperaturas;

%+ Elevados teores alcodlicos;

< Paradas (falta de acucar);

< Agentes toxicos ( sulfito, aluminio, etc);

 Pressao osmotica;

< Contaminacao bacteriana.

Q Sustentar alta viabilidade celular durante reciclos e
apresentar boa eficiéncia em etanol.




PREPARO DO FERMENTO

(1) Fermento Prensado

(2) Fermento selecionado




(1) Fermento Prensado

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

v

% cortes

oo\ ([
N




(2) Fermento Selecionado

12 Fase - Laboratorio

7

{xb rsreen

\ ./ \ POCATRENTIDON
2

A Y
8 Fase - Multiplicacao celular 32 Fase - Fermentacao Alcodlica




Preliminar ou Pré: Fase laqg

- pequena elevacédo de temperatura
- multiplicacdo fermento (dreno de energia)
- pouco etanol

Principal ou Tumultuosa: Fase log

v

- maior t°C
- producao de etanol
- maior espumas - meio anaerobico

- atenuacao do Brix - maior acidez

Complementar ou p6s-fermentacio: Fase estacionaria

Funcao
desprendimento de CO,
temperatura

producao de etanol

consumo de agucares

- a tranqglilidade na superficie do vinho

- tendéncia de igualdade das temperaturas de fermentacao e ambiente

- acentuado aumento da acidez




