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A. Bioquimica da fermentacao alcodlica

« produtos primarios: etanol e C!!2 “‘

e produtos secundarios: aldeidos, ésteres, acidos, dlcoois superiores,
compostos sulfurados, fendis, biomassa, metanol, furfural

# Aldeidos: intermedidrios da formagao de dlcoois superiores
* oxidagdo de dlcoois

° Qaa + acido pirdvico



\/

- Esteres: processo oxidativo entre alcoois e acidos

- Acidos: acético (oxidag&o de aldeido acético), latico, succinico
(aa = acido glutamico)

- Alcoois superiores: metabolismo de aa, microrg. contaminantes
- Glicerol: produto normal da fermentacéo alcodlica
- Metanol: decomposicao de pectinas

- Furfural: pirogenacé@o de matéria organica, envelhecimento

IDEAL: ésteres / &lcoois superiores=1:1

1. EVOLUCAQO HISTORICA
(Bermentacac-alcoolil

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

1650 — aparecimento do microscépio

1789 — Antoine Laurent Lavoisier descreve a quimica da fermentagdo

1815 — Gay Lussac esclarece a reagao da fermentacao alcodlica

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

1857 — Pasteur estabelece a teoria vitalista da fermentacéo

1871 — Pasteur mostra que o levedo vivo é necessario para a fermentagéo

1898 — Harold Wager fornece descri¢des gerais das células de diversas leveduras

1908 — Harden e Young elaboram a equagéo global da fermentagéo alcodlica
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Representacdo esquematica de um processo biotecnoldgico industrial

generico_—— o ’
. i
Matérias- Preparo do Agentes das Bioreator, Dorna ou Fermentador

primas meio transformacdes

Historicamente, conhecidos por fermentadores e direcionado para o cultivo de

I células ou microrganismos, produzir metabdlicos secundarios, alcaléides,

| Reator Controles antibiéticos, entre outros (Barruetto, 2002).

* Fermentador - relacionado etimologicamente com fermentacao

Subprodutos ~ [+—— Tratf?:;?s”ms —@ * raiz latina, deriva de fermentare: significa ferver, i.., produzir bolhas de ar,

« alusdo ao fato de os fermentadores serem destinados a processos

Tratamentos dos fermentativos como, por exemplo, a produgéo de &lcool

v residuos

| Produtos | http://www.Ifdgv.ufsc.br/Apostila%20Biotecnologia. pdf




]

Dornas de Fermentacgdo - definicao

v' Tanques construidos geralmente em ago carbono com capacidade variavel

de acordo com a capacidade do processo.

v’ recipiente onde ocorre a fermenta¢do
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FERMENTADOR -

Classificacao

+* Quanto a natureza dW ‘

“* Submersa - meio liquido

“* Superficial ou semi sélido - meio sélido

“* Quanto a forma espacial
< Cilindrico - meio liquido e sdlido

< Paralelepipedo- meio liquido e sélido

< Quanto ao fechamento
“* Aberto

Abertas:
perda acentuada, com a eliminagdo do
CO2 da fermentagdo, hd arraste de

. I
«“* Fechado dlcoa



FERMENTADORES -

classificacao

S

» Quanto ao material de construgéo
» Madeira

» Alvenaria

» Aco carbono

» Aco inoxidavel

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

» Plasticos e resinas

15/11/2017

Capacicac ,
- bastante variavel, depende do processo

e Reatores da ordem de algumas centenas de litros até 1 a 2 m? de
capacidade
v empregados no cultivo de microrganismos patogénicos, ou para o crescimento
de células animais ou vegetais, em geral, objetivando a producéo de produtos
ligados a &rea de salde.

e Escala intermediaria, reatores da ordem de algumas dezenas de metros
clbicos até 100 a 200 m3,
v especialmente empregada na produgéo de enzimas, antibiéticos e vitaminas.

e Processos que exigem poucos ou até nenhum cuidado de assepsia (caso
da fermentaco alcodlica ou tratamento biolégico de residuos)
v reatores com alguns milhares de metros culbicos de capacidade.



Dimensao de fermentadores para alguns processos
fermentativos

VOLUME DO PRODUTO
FERMENTADOR (m?3)
1-20 Enzimas de diagnéstico, substancias para
biologia molecular.
40 - 80 Algumas enzimas e antibioticos.
100 - 150 Penicilina, antibidticos aminoglicosidicos,

proteases, amilases, transformacéo de
esterbides, aminoacidos.

450 Aminoacidos (acido glutamico) @
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Salas e dornas de fermentacao
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3. PROCESSOS| A
DA FERMENTACAO DO MOSTO

3.1 Processos descontinuos

Intermitentes, denominados simples ou alimen /

* Simples - a fermenta¢do sé tem inicio apds o preenchimento do
fermentador, momento em que se mistura o mosto com o fermento
. # possivel em condi¢des de pequenas quantidades de mosto, ndo sendo vidvel para a
Processos descontinuos

industria alcooleira, tendo uso restrito para fermentag6es laboratoriais e farmacéuticas.

Classificacéo das fermentacdes industriais

. . - Processos continuos
* Regime de alimentagdo da dorna

+ Alimentado - mistura-se o mosto ao fermento conforme a dorna vai
sendo abastecida

Processos c/ reciclo de células * mais produtivo

* Reaproveitamento da massa de | Processos sem reciclo
levedura para préximarodada

* expde as leveduras a menores riscos de se tornarem inativas que no processo de batelada

simples "
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Processos descontinuos

N

* inoculagdo e incubagdo de microrganismos,

Processo descontinuo

N

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

« Caracterizado por

« de tal forma, a permitir que a fermentacdo ocorra sob condi¢bes 6timas. . .
’ ¢ ¢ * Pode-se dizer que neste tipo de processo, trabalha-se com

vdrias pequenas fermentagoes,
* Neste tipo de produgdo, nada ¢ adicionado, exceto * pois as dornas sdo cheias, fermentadas e processadasumaa
* oxigénio (processo aerdbio), uma.
* acido ou base (controle de pH) ou

* antiespumante.
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Conmrelador de pH

Selda de luido
e refriperagio

Maio da cultivo

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

ssosfermentativos.P
DF
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Esrmontagao descontinus um\A
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* Vantagens:

5

5

5

5

5

Processos descontinuos simples —

Sem recirculacao de células

7\/

Facil operacdo;

Menor risco de contaminagao;

Construgdo e instrumentagao simples e barata;
Processo adequado para curtos periodos de tempo;

Versatilidade de usos

* Desvantagens:

5

5

5

Esgotamento do meio de cultivo e actimulo de compostos téxicos ou degradagao do produto;
Menor produtividade volumétrica;

Preparo do reator entre uma batelada e outra reduz tempo (til e aumenta custos.

24
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TEMPERATURA: 28 a 32°C

TEMPO DE RETENGAO: 6 a 9 horas

CHEIRO: frutado

ASPECTO DA ESPUMA: bolhas pequenas e regulares rebentando na superficie.
°BRIX ALIMENTA(AO:14 -16

°BRIX FINAL: ideal igual a zero.

TEOR ALCOOLICO:6 -9

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

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

Processos descontinuos -

Com recirculacao de células

AGUA

TROCADOR DE CALOR

Processo
Melle-Boinot

15/11/2017
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a _PFS
Processos descontinuos — A"‘-l ""l ' !
Com recirculacao de células
BATELADA COM RECICLO: hy pen e
CENTRIFUGACAO &l s i
(MELLE BOINOT) R | = | Delevurada
AGUA ACIDO !I =

MOSTO FERMENTO
l TRATADO

| !
T el

DE VINHO
CENTRIFUGA 1

ESTILAGAO

-5

“~

——— Trecadores de Cakr—"
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http://www.ebah.com.br/content/ABAAABXVcAK/fermentacao-alcoolica
http://www.ebah.com.br/content/ABAAABXVcAK/fermentacao-alcoolica

A

Fermento Reciclado / Selecionado (creme de levedura)
» Pressupde-se a levedura habilitada do ciclo anterior;
— 108 células de leveduras/mL
— 25 a28°C
—>pH:35a4,.2
— mosto diluido: 8°Brix
» Adicdo de N e P no mosto

» Aumento gradual do teor de agUcar

29
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FERMENTACAQ

g

* Baixo rendimento ou produtividade quando o substrato exerce efeitos de

* Operacéo: L ~ . . =
~peracdo o ) N ) inibicéo, represséo, ou desvia o metabolismo celular a produtos né&o
* Instante inicial: a solug&o nutriente esterilizada no fermentador é inoculada com o desejaveis:
microrganismo e incubada de modo a permitir que a fermentag&o ocorra sob '
condicdes Gtimas. * Apresenta “tempos mortos”,
+ No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio, no caso * tempo de carga e descarga de dorna

de processos aerébicos (na forma de ar), antiespumante, e acido ou base para
controle do pH.

+ Terminada a fermentac&o, descarrega-se a dorna e o meio fermentado segue 0s * Vantagens:
tratamentos finais.

+ periodo correspondente a lavagem e esterilizagdo do fermentador.

+ Menos riscos de contaminagdo (comparando com o continuo)
* Lavar a dorna, esterilizar e recarregar com mosto e inéculo. o . -
» Grande flexibilidade de operacé@o (fermentador pode ser utilizado para a

* Volume = constante fabricacdo de diferentes produtos)

+ E o mais utilizado na industria
31 32
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Fermentacao descontinua alimentada

\"

Também denominada processo por batelada alimentada.

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

E utilizada para evitar o efeito glicose (repressdo) ou indugao.

= (til para o estudo de cinética de processos fermentativos.
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3.2 FERMENTACAO
ONFAHNIUA

v Alimentacdo continua de meio de cultura a uma determinada vazao constante.
v Volume é constante através da retirada continua de caldo fermentado.
v/ Manutengdo do volume

v sistema em estado estacionario ou regime permanente (“steady state”)

v" As variagdes (concentracdo de célula, de substrato limitante e produto)
permanecem constantes

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

v Problemas:
v vazdes idénticas de alimentagéo e retirada de meio
v formacéo 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 associagdo com outras operagdes continuas na
linha de produgdo;

maior facilidade no emprego de controles avangados;

menor necessidade de mao-de-obra.

15/11/2017

Desvantagens (ou problemas praticos)

* maior investimento inicial na planta;

* possibilidade de ocorréncia de mutagdes genéticas espontaneas, resultando na
sele¢do de mutantes menos produtivos;

* maior possibilidade de ocorréncia de contaminagdes, por se tratar de um
sistema essencialmente aberto, necessitando pois, de manuten¢do de condi¢bes
de assepsia nos sistemas de alimentagao e retirada de meio;

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

# dificuldades de operacdo em estado estacionario em determinadas situagdes.

18
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Olsistemacontinio

# Processo de fermentac¢do continua normalmente tem inicio em um

processo descontinuo, ou seja,

*

*

carrega-seinicialmente o reator com meio de cultura,

procede-se a inoculagdo com o microrganismo responsavel pela
conversao;

apds algum tempo de operagdo descontinua,

inicia-se a alimentagao de meio de cultura e retirada de caldo, dando-se

inicio efetivamente ao processo continuo.

38

rmas de operacao
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FERMENTACAO CONTINUA
PROCESSO ANDRIETTA-STURIELLO

BEPARADONASN CENTIHFLOOAN

AGUA ACIDD BULFORICG

LEITE OE LEVEDURAS

1 Eg rEsTRAGAD
- — ViINNHD DELEVUNADO

CURAS DF TRATAMENTO
AGUA

GASES cAnEn

o=
LAVAGEM

VINMO LEVURADO

RESFRIAMENTO

19



Tabeln X Padmemns Tigeoos do Tracesso Cintines de Fameniaglo

Fymipamentin ¢ Desempenis
Descricho
Numeno do lermentidires i
Vrhane do primesn firmenmadon ™ m'
Trocndeces de color 1
Vaasdio de i (preé fermartadon € prameins roator | 008 yvm
Mrodun whade O=URg IO m' b
Dades da Processo
Masto de Fermentachn
ASUCHreN it (eomn glicose. %) 1215
pt 4.2
Temperstum (*C) 6 -¥
L Vinha (Voo frrmentads)
Agucmes It % <05
Tows de aboondd (Cheans GL) T O em midia)
Concentragho de oolulas { % piv) T-12
Temperatiarn Jo fersrrtagho (°C) MW
Rondiments estoguométrico (%) wew
Tempo du fermarmagto (h) -1
Agucares ke (%) 025
Tenwr de ot (60 Al
rh 22.3%
Comconteagdo do lovedass (%) 15«48
Tempo de wody (heeas) 14

K
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Formacéo de Produtos Secundarios da Fermentacao

fermentacéo

Produtos Secundarios de

15/11/2017

Glicerol

Glicose FbP

Acido Succinico

DHAP ——~; Glicerol

NADH NAD

Ac. Glutamico
(autolise de proteinas)
4

aldeido succinico
+0,
ac. Succinico

Tipo de levedura;

Pressdo osmética (+);
Formagdo de 4cidos organicos
(succinico e acético) (+);
Producéo de biomassa (+)

Anaerobiose, NADH

Alcoois Superiores

Vem da transformagéo dos
aminoécidos

Leucina — 4lcool isoamilico
Valina — &lcool isobutilico

Aminoacidos,
Potencial redox do meio.

41
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FERMENTACAO
ALCOOLICA

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

- formacao de compostos secundarios: congéneres

PARAMETROS DE CONTROLE

1) Eficiéncia da fermentagé&o (np(%))
- Eg. De Gay-Lussac para a fermentacéo:
C¢H,,0¢ — 2CH3CH,OH + 2CO, + energia

glicose etanol

Rendimento Ideal (Yt):

180gART — 2x 46 + 2x44 + energia
(etanol) (COy)

180g ART ---------- 929 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
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I R

’ ’
Rendimento Pratico (Yp): 2) Produtividade de Fermentagéo - PR:
- expressa a velocidade com que o etanol é produzido,
relacionando sua concentra¢éo no vinho pela unidade de tempo:
Yp = g de etanol obtidos do vinho/ g de ART fornecido x 100 PR (g de etanol. L de vinho't. h-%) = [etanol no vinho] (g.L"1)

tempo de fermentacgéo (h)

3) Atenuacgéo de Brix

» Inicio: rapido até enchimento da dorna

* Meio: lentamente até proximo do término
» Final: leituras coincidentes

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

22
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4) Temperatura
* temp: 32 a35°C

5) Tempo de Fermentagdo

Mostos de caldo e de melago: 6 a 8h

6) Aclcares Residuais

* levedo e mosto bem preparado —» AR — zero

46

47
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LAN1458 Agticar e Alcool - Processos Fermentativos
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D. Fermentac¢o6es industriais

N

* podem ser classificadas de acordo com os tipos de alimentacdo das

dornas e desenvolvimento dafermentacdo

* Tipos de processos mais comuns:
¢ Descontinuo (ou Batelada) (Figura 1a)

¢ Continuo (Figura 1b)

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

LAN0451 Aglicar e Bebidas - Processos Fermentativos

o O ©r

(e}

ia)

il

fo)

Figura 1 -~ Formas de alimentagdo de um sistema (Levenspiel)

51
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EXEMPLO OPERACAQ VOLUME COMPOSIGAQ
(a) Batelada Constants Variavel
(b) Continua Constante (o m";m)
(c) Semi Batelada Varigvel Variavel
{d) Sami Batelada Variavel Constante
{e) Semi Batelada Constante Variavel

Tabela 1 - Andkse da variagao do volume e da composicdo do meio reacional
em fungdo do iempo para dferentes formas de operagdo de um reator,

52
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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 fermentagdo.

Com a evolugdo dos processos da fermentacdo

« otimizagdo dos mesmos com redugdo dos volumes e do tempo de fermenta¢do com aumentos na
produgdo

O processo ainda é em cascata, com melhoramento nos sistemas de agitagdo e com

diferenciado tragado geométrico das dornas.

Algumas vantagens observadas na condugdo dos processos continuos :
* maior produtividade;

* menor volume de equipamentos em geral;

# amplas possibilidades de total automacgao e uso da informatica;

* Redugdo do consumo de insumos, de uma maneira geral.

53
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CONTROLE DE PROCESSOS

\‘

Processos continuos FEHBEIATIY 05

\/

v/ Parametros quimicos

* Mais complexo A ;.
plexo, * Parametros fisicos

*# sistema aberto e sensivel a contaminagées, * Tempo

v’ pH e acidez
# Temperatura

* Atividade de agua

maior custo com o meio de cultura, v Sélidos soldveis (°Brix)

v' 0, dissolvido
v’ 0, na fase gasosa

* maior investimento no processo downstream (mais produto/dia) + Pressdo

* Vazdo de liquidos
« VazSod v’ CO, na fase gasosa
Mais utilizados em bancada para desenvolvimento de processos, ndo sdo muito usados azao de gases
* Velocidade de agitagao

L * Parametros bioldgicos
+ Medidas de crescimento - biomassa

* Medida de contaminagdo

27
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Centrifugacdo separadora do levedo do
vinho

- saida do vinho por presséo pelo centro
superior

28



