alcoolica

ESALQ / USP

PROF. SANDRA

Agentes da rmenta(;ﬁo

Representacao esquematica de um processo biotecnoldgico
industrial genérico

Agentes das
transformacdes

— Controles

]

Residuos

Matérias- Preparo do
primas meio
Reator
Subprodutos [ Tratz_:lmt_entos
finais
A 4
Produtos

Tratamentos dos
residuos
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C. Agentes da Fermentacao:
LEVEDURAS

» Fungos do Filo Ascomycetes, da classe
Hemiascomycetes

o ordem principal da Saccharomycetales

o 10 familias no minimo

* Genoma de Saccharomyces cerevisiae
o Sistema modelo da genética molecular

© mecanismos basicos de replicacao sao convertidas na
recombinacao.

— Familia 9: Saccharomycetaceae

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.
Saccharomyces uvarum, S. chevalieri, S. beticus, S. capensis), S.
cariocus, S. castellii, S. globosus.

Tolurasiora - Torulasiora iretoriensis iSaccharomices iretoriensisi
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MORFOLOGIA DAS LEVEDURAS

 leveduras — unicelulares, frequentemente ovais,

arredondadas e as elipticas.
Comprimento: 5 - 16 micra
largura: 3 - 7 micra
afetado por deficiéncias: nutrientes, (P e Mg), vitaminas
(biotina, niacina, &c. pantoténico e piridoxina).
Obs: 5 vezes maior que bactérias.

o permite a separacao na centrifugacio

Levedura

https://www.google.com.br/search?q=fermenta%C3%A7%
C3%A30+alco%C3%B3lica&espv=2&biw=1280&bih=855&
source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0CAYQ_AUoAWoVCh
MIwpTES8LjgyAlVDCGQCh3RxQ2r#imgrc=CH6X7gFNCw
MO3M%3A

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

i
EE

ana clioplasmatica
ris
ticulo Endoptasmalico

SEREEET
Hneess i
2%
il

(1) Parede ce@r — 30% peso seco/célula;

e composicao: polimeros de glucana (“celulose”),
manana(“‘goma”), quitina, lipideos, fosfatos e
esterdides.

11| Aspecto: Poroso (filtros)/ seletividade, propriedades
para substancias < 4800 (peso molecular) até sitio
de absorc¢éo.

 Enzimas Extracelulares: invertase, melibiase,

glucoamilase, etc. (translocagéo e desdobramento

das fontes para utilizagdo pelo citoplasma).
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(2) Membr@ citoplasmatica ou plasmalema

» Posicéo: abaixo da parede celular e delimita em
seu interior todas as microestruturas e o
hialoplasma.

 Integridade e estabilidade — cétions inorganicos
(Mg?*, Ca?* e K*).

* Permeabilidade seletiva (controle de translocacao
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) Mitocdndria
* pequenas organelas com membrana dupla com
“invaqinac'nternas” (cristas);

P « afuncdo é converséo da energia aerébica (ATP);
AN sintese de proteinas e RNA.

(6) Ribossomos

« ligado a sintese protéica.
(ocorre no citoplasma)

(7) A célula contém reserva de nutrientes.
» Glicogénio, lipideos,...

(8) Nucleo

» cromossomos que sdo desoxiribonucleoproteinas
e ribonucleoproteinas.

REPRODUCAO EM LEVEDURAS

(a) brotamento ou gemulagao (mult|;cagéo vegetativa) - assexuado -

(b) esporulagéo (formagao de “ascos”) - sexuados sob estresse -

¥ASE DE 8oy,
C45

(a) brotamento b’ﬁ O N\
r o
S O ADULTO
Ciclo vegetativo de \ ’\ i % A

leveduras alcodlicas.

(Horii, 1980) o
MA

15/11/2017



Ciclo vital de S.
cerevisiae

(Bergey’s Manual,
2000)

(b) Esporulacéo (reproducao)

Nucleo — Meiose
“ruptura do asco”

Ascomycetos — ascosporos “ascos”:

— quatro ascosporos hapléides

n S

2n

S<+«—35

(16 cromossomos)

15/11/2017
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FISIOLOGIA E E METABOLISMO DAS LEVEDURAS

&
* Metabolismo de levedura: ca@T)Iismo anabolismo
- r
respiracio~_degradacéo sintese de
fermentacgo do substrato material
celular
libera uso da energia

B —_— s
Energia para sintese

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

e formacéo de agua.

(2) Eermentacdo — reacdes em que compostos organicos atuam como
substratos e como agentes de oxidacdo, em uma seqiiéncia ordenada de

reacOes enzimaticas.

Esquemarepresentando o interrelacionamento das vias de degradacéo
de carboidratos e a producéo de etanol.

glicose
rrrrrrrrrrr l CO,
gli 1-P gl &-P ribulose-5-P
( > I _—/ N
BN
glicogénio frutose-6-P \\
N
N NADPH,
ATP o= e o i oo GLICOLISE acldos nucléicos
aminodcidos
dcido pirdvico

FERMENTACAO

=

Etanol

mitocOndria

+
CO,

CO,+H.0
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v Energia (ATP)

.w Etanol

.

.
"“

.

A(; l:l C ares ..........
Glicose
Frutose
Maltotriose

A . .
Alcoois superiores

Bergey’s Manual Drencetye s
(2000)




\ A
Bow

p

BIOMASSA

NH" TREALOSE &
Mg"
K’ PROTEMAS
K*

o

A FERMENTACAO ALCOOLICA

Cinética de crescimento de

leveras

« Avaliar as velocidades de transformacoes que

ocorrem durante os processos fermentativos
o consumo de substratos,
o acumulo de produtos e

o biomassas
o Estudar a influencia de fatores nas velocidades de

transformacoes

o temperatura, pH, geometria dos biorreatores, etc.

Prof. Sandra Helena da Cruz - 2017

15/11/2017
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Prof. Sandra Helena

DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS

- suprimento de nutrientes;

Crescimento - composicao quimica do meio;
populacional - composicao fisica do meio;
da levedura - constituicdo e estagio de desenvolvimento dos

microorganismos

— Depende (func¢éo)

nutrientes;

acidez;
condicéo temperatura;
do meio aeracao;

agitacéo;

15/11/2017
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CINETICA:

Desenvolvimento ou crescime — referente aumento

populacional (multiplicacao celalar)

CURVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)

Lag :log Estacienaria Declinio

Log n® céls

Tempo (Hrs)

23

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

fungéo:

v' linhagem de levedura;

v' idade do cultivo antes da transferéncia do meio;

v' composicdo dos meios de cultivo anterior e novo.

15/11/2017
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(2) Ease Exponencial — aumento exponencial do nimero de células,
cada célula se divide a intervalos copstantes de tempo.

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

» grande quantidade de produtos de excre¢do, metabdlitos
intermediarios, temperatura e outros fatores alteram rapidamente a
composicao

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

» quantidade de in6culo ndo influéncia o tempo de geragéo na fase
exponencial, mas atrasa por prolongar a fase de multiplicacéo.

(3) Ease Estacionéria - 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:
- deplegdo de nutrientes do meio;
- acumulo de produtos finais téxicos.

(4) Fase Declinio —
v 0 nimero de células que morrem excede o nimero de células novas, que
seréa funcgédo dos fatores:

v composicdo do meio (esgotamento de nutrientes, acimulo de
produtos finais, etc);

v condig0es fisicas e quimicas do meio (pH, temperatura, etc.)

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

13
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Efeito da concentrééo de Etanol

inibe a atividade metabdlica e levando a morte (sem condi¢éo

de sobrevivéncia);

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

linhagem de leveduras e condi¢Bes da fermentagéo.

Efeito da temperatura
clima
Fatores externos< Temp. da agua
@ (Temp. do mosto

Mudancas i

temperatura
Fatores { calor liberado na

Ideal: - 30 °C a 34C intrinsecos |fermentacao

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

Temperatura Tempo de geracdo (h) | Coef. espec. de cresc. g/l/h

14



Efeito da concentra@?o de sélidos

* Mosto de melago de baixa pureza necessita de concentracéo
s6lidos (Brix >25 ) elevada para % de alcool

no vinho seja satisfatorio. Efeito osmofilico.

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

inibird o fermento.

* Tecnicamente o mosto de caldo e mel ndo devera ultrapassar
a 22 Brix

PREPARO DO MOSTO E DO
FERMENTO

15/11/2017
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INTRODUCAO

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, aminoéacidos, etc.);
 reducgdo da formacdo de espuma;

 reduzir a contaminacao microbiana;

* teores adequados de Brix e agtcar total (s6lidos), através de sua
concentracao;

« 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 dgua e vapor;
- protecao dos equipamentos
- continuidade do processo fermentativo e de

destilacao, e

melhor qualidade do alcool.

15/11/2017
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Mosto

o temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido, etc.

» Condigbes 6timas:

» fontes dos elementos “principais”
o C,HO,N

« fontes dos elementos “secundarios”
o P, K, S, Mg

 vitaminas e horménios

« fontes de elementos “tracos” (quantidades minimas)
o Ex. Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, etc.

2. Mosto |deal
2.1 Brixe Agucares Totais equlilhlblt_io =
multiplicag
Brix - 15a 20 > & Melago esgotado iy o o

ART-13 a 16% (vinho —8-al10GL)

(2) Acidez total e pH
indice pH 4,5

levedura Vs, dobactéri% ‘
(Saccharomyces) .::: m cidez sulfirica 2a2,5g/L (<50g/L)
¢ noético

2.2 Teor de fésforo no mosto

=>30mg P,0,/ litro necesséarias para formagdo do ATP e ADP

15/11/2017
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PREPARO DO FERMENTO@

« concentragdo fermento — limite
— Esquemas/ fases do processo p/ preferéncia a multiplicagcao
(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 - 509% v.i

<t 35-40°Cx / r

% cortes

» Fermento liofilizado - 3 vezes o peso seco da levedura

(exclui a agua e enchimento)
36

15/11/2017
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(2) Fermento Selecionado -
12 Fase - Laboratdrio

D,

ao celular

v .
32 Fase - Fermentacédo Alcodlica

22 Fase - Multiplica

Vapor <
1o 1
& 7\ I C"P za
N o LIIIIPO
¥ Oxigénio
Ar estéril

. Diagrama esquematico de uma planta de propagacéo de cultura pura de levedura

19
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Culture Volume de ™
pure meio = Vy meio = Vg >V,
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i
| l Volume de
|'cm.° U — malo = w > v. FA DE
LABORATORIO
- Q - FASE
INDUSTRIAL
o » Sp—g ~———= DORNA
e P — e ——
Volume de 'vL
oI Volume de
ume
I meto s Ve 5 Ve ]
C:L"r:"‘ Matédas-primas | | Matérias-primas

=

Cultivo em Welo de

lsboratdrio Meio de fermentagdo

cultivo (mosto)

Inécule e -

(Isberatorio) [ Esterilizagio ] I Esterilizagio
N Cultvo
industrial
. Principais etapas de ur
W processo fermentativo
industrial genérico
Fermentador m
(reator, dorna) _

I Produtos l

I Meio fermentado '—-‘ Residuos
_Subprowlos }o—

Tratamentos
dos residuos

20
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B. Bioquimica da fermentacao alcodlica

produtos primarios: etanol e CO,

produtos secundéarios: aldeidos, ésteres, acidos, alcoois

superiores, compostos
metanol, furfural

Aldeidos: intermediarios da formacao de alcoois superiores

oxidacao de alcoois

aa + acido piravico

sulfurados, fendis, biomassa,

plyenlysin
{10 successive
reactions)
anavrobic 7 bl
conditions l 2 Pyruvate 1 conditions
aerobie
2 Ethanol + 2C0, Sroans
Fermentation to aleohol
in yeast =
2 Acetyl-CoA
citrig
acid
eyele
[ 400, + 41{,0]

Animal, plant, and
many microbial cells

under aerobic conditions

|2 Lactate

Fermentation to
Iactate in vigorously
contracting muscle,
eryvthrocytes, some
other cells, and in
some microorganisms

Destinos metabdlicos
comuns do piruvato

ILehninier 2000'

15/11/2017
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PONTO CHAVE - UTILIZAQAO DO PIRUVATO
(um-intermediario formado diirante o-catabolismo.da glicose)

» Em condic¢des aerdbicas, o piruvato € completamente oxidado, via ciclo do
acido citricoa CO, e H,0;

» Em condi¢des anaerdbicas, o piruvato deve ser convertido em um produto
final reduzido para reoxidar o NADH produzido pela reacdo de GAPDH. Isso
ocorre de duas formas:

Em leveduras, o piruvato é descarboxilado para produzir CO, e
acetaldeido, o qual é reduzido a NADH para produzir NAD* e etanol.
Esse processo é conhecido como fermentacéo alcodlica (portanto,
fermentagdo e um processo de reagdo bioldgica anaerobica);

Em condi¢des anaerdbicas em musculos, o piruvato é reduzido a lactato
para gerar novamente NAD+ em um processo conhecido como
fermentacgéo lactica.

Piruvato ... ..
Lo 1222 NADH
1.1.1.2
Acetato Lactato
NADEHMNADH +
1.2.1.3
NAD*HADF, HoO
Acetaldeido
MADH + H+
1.1.1.1
MADH
Etanol

22



0y 9"
0O O
\C/ D """ C=0 Pyruvate
l
?=O Pyruvate Hs
ate || TPR. Mg2-
CH3 dm-,ursl);:::_:;:se :
NADH + H* €O,
lactate “ 0 H
dehydrogenase A
NAD* \(g/ Acetaldehyde
(0] O H;
\\C/ | NADH + H”
1 alcohol
H. -—H Lactats dehydrogenase "
CH, OH
H,; Ethanol
AG" = —25.1 kJ/mol &n

I L e——

FERMENTACAO ALCOC’)L@A

-agucares + leveduras — alcooletilico + CO,
(mosto) (fermento) (vinho)
Saccharomyces
cerevisiae

- formacéo de compostos secundarios: congéneres

15/11/2017
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- 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 fermentacéo alcoolica

- Metanol: decomposic¢ao de pectinas

- Furfural: pirogenacéo de matéria organica, envelhecimento

IDEAL.: ésteres / alcoois superiores=1:1

HEXOSAS

Glicerol «— Glicerol-P «— DHA-P «— GA3-P l

Acetil-CoA

!

Oxalacetato

Succinato

}

Propionato

EMH ED [HMP
4
PIRUVATO > actato
Acetato
Acetaldeido Unidades de acetato
Metano
Etanol Acetoacetato
2 Acetil + 2 Formato  Acetoina  Bytirato Butirato
2H, 2C0, Butanol Isopropanol
Acetato  Etanol 2,3-Butanodiol

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

15/11/2017
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Principais produtos b g
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B. Fatores que afetam a fermentacao

« Fisicos @

o temperatura, pressdao osmotica,
¢ 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 acticar em alcool.

» Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem
de uma alteracdo na estequiometria do processo, levando a
maior formacao de produtos secundarios (especialmente
glicerol e acidos organicos) e biomassa.

I ]
l Sucesso da 'rermentaf;ao e cor@er acucares em alcool (eficiente)

- numero e estado fisioloégico da populacao inicial

« descontin de leveduras;

Conducdo:
u —
 continua

- limpeza das instalag6es: tubulagdes, caixas,
valvulas, dornas, etc.;

- atualizacéo de estoque de produtos quimicos;

- condi¢Bes de uso do laboratério;

- planejamento da propagacéo do fermento e
paradas da industria;

- tipo de fermento e sistemas de partida;

- adicdo do mosto ao levedo;

(-

15/11/2017
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Sistemas de Partida

FERMENTO IDEAL:

(2) flexibilidade em suportar varia¢cdes — composicéo e vazao
(2) compatibilidade do fermento c/ instalagBes

(3) baixa tendéncia a floculacéo e/ou decantacao

(4) manutengdo 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)

LimitacBes:

identidade do microrganismo netubo de cultura (repiques x
contaminacao);

assepsia completa nas fases iniciais de propagacéo;

risco de contaminacao;

tempo de preparo.

Fermento Prensado

Adaptacao gradual (vem da panificacéo)
Minimiza o tempo de partida - dita “partida direta”.

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

Acumulo gradual de conc. de fermento na dorna
Condic¢des requeridas: resfriamento do mosto (35 a 40°C).

15/11/2017
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Fermento Reciclado / SeIecio@o (leite de levedura)
» Pressupde-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL
— 25a28°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 Pre: @

- pequena elevagao de temperatura

- multiplicagao fermento (dreno de energia) Funcao
- pouco etanol .

o desprendimento de CO,
Principal ou Tumultuosa:

or t°C. temperatura
- maior
- producéo de etanol producdo de etanol

. . 1 consumo de acucares
- maior espumas - meio anaerébico ¢

- atenuacao do Brix - maior acidez
Complementar ou pés-fermentacéo:

- a tranqilidade na superficie do vinho
- tendéncia de igualdade das temperaturas de fermentacéo e ambiente
- acentuado aumento da acidez

15/11/2017
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Acucares

velocidade
especifica

etanol
N

Fasesda | PRELIMINAR | TUMULTUOSA/ PRINCIPAL | COMPLEMENTAR tempo
fermentag&o: (PRE) POS)

Fases da fermentacao (Horii, 1990)

57

a) Fermentacdo preliminar: Fatores

- adi¢do do mosto em filete gradual

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

- sele¢do da levedura (utilizada)

- preparo do mosto

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

- filete continuo

15/11/2017
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¢) Fermentacdo Complementar ou Pés-Fermentacao

O

- reduzir o periodo vs. contaminacéo vs. qualidade do pé

remanescente (fundo de dorna)
- diminuig&o da viabilidade celular em fungéo:

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

acUmulo das toxinas dos contaminantes

- dispéndio de tempo — reduz a capacidade das dornas.

Ex: processo de decantagdo

http:/iwww.fermenta.pt/album/www-fermenta-
com/fermenta%C3%A7%C3%A30-em-atividade-jpg/
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