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1. INTRODUCAO

Na fermentagdo alcodlica, o que € mais importante no
microrganismo?

O micro-organismo mais utilizado para produzir etanol € a
levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae;

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

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

> Microrganismo no processo industrial de produgdo do dlcool
- Leveduras

- Bactérias




2. MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO ALCOOLICA

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

Isso é questao de vida
ou morte! Tem que
aber.

°
. o. . V4 . .
- Qual microrganismo € o mais interessante para a

producgdo de dlcool, no processo industrial??

Essa é questao de prova.

e T ber!!.
- A levedura - Saccharomyces cerevisiae em que saber

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

-Coexisténcia no processo industrial

Desejdvel: somente as leveduras
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w Preparo do inéculo.
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CARACTERISTICAS DE INTERESSE NAS LEVEDURAS

>Velocidade de fermentagdo;
> Tolerancia ao dlcool;

> Rendimento fermentativo:
> Resisténcia a acidez;

> Estabilidade.

v' Alta produtividade: g de dlcool/L de vinho/hora.

v' Alto rendimento fermentativo: g de alcool/g de acicar
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A CELULA EUCARIOTICA

Mitocbndria
Complexa de Golg

Vaciolo

Citoplasma

Ribossomo ———"

Reticulo
endoplasmdtico liso

Raticula
endoplasmético
rUgoLo

Mambrana slasmdtica b
Pareda cellubar

Mucléala

Mideo
A reserva de
nutrientes da célula.
Glicogénio, lipideos,
trealose...



LEVEDURAS

Introduc&o - Habitat — Morfologia — Citologia - Fisiologia - Aplicacges EsalQ

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

Cromatina

uclear
) i Envelope nuclear

- O Nucleo

MNucléolo
Ervelope nuclear

Palirribossemo



LEVEDURAS

Introducéo- Habitat = Morfologia — Citologia - Fisiologia - Aplicactes

- Mitocondria

(5) Mitocondria
C pequenas organelas com membrana
\ dupla com “invaginagdes internas”
s 20 B (cristas);

a funcdo ¢ conversao da energia
aerobica (ATP); sintese de proteinas e

o o ;j RNA.

Matriz Cristas Membrana Membrana
inferna externa



Lo LEVEDURAS
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4. REPRODUCAO EM LEVEDURAS

(a) brotamento ou gemulacao (multiplicagao

7 e getativa)

Reproducao - assexuada -

.

(b) esporulagdo (formacao de “ascos”)
- sexuados sob estresse -

¢ASE DE BROTA

b O Brotamento

ADULTO
\ \ RECICLANDO

kg//

Fse DE MATURAGRC

Figura 4 - Ciclo vegetativo de
leveduras alcoolicas. (Horii, 1980)
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Metabolismo de levedura: catabolismo anabolismo
degradagao — EPIEEEE Sintese

do substrato ™ fermentacio de material

celular
libera uso da energia
energia > para sintese

(1) Respiracdo — oxidagao bioldgica de substratos organicos sob sistemas
multienzimaticos que catalizam a oxidacdo — transporte de elétrons na
cadeia respiratoria onde ha ativagao do oxigénio (aceptor e-) e formacado de
agua.

(2) Fermentacdo — reagdes em que compostos organicos atuam como
substratos € como agentes de oxidagdo, em uma sequencia ordenada de
reacOes enzimaticas.
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Bioquimica da fermentacao
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6. DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS

Crescimento populacional

/'

<

da levedura

L} Depende (fungfr?lo)

condicao
domeio <

N~

- suprimento de nutrientes;

- composicdao quimica do meio;

- composicao fisica do meio;

- constituigdo e estagio de
desenvolvimento dos microrganismos.

nutrientes;

acidez;

temperatura;

aeracao;
agitacdo;



6.1. CINETICA

Desenvolvimento ou crescimento — referente aumento populacional

(multiplicagdo celular)
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células totais

1 - Lag-fase

2 - Fase de aceleracao do crescimento

3 - Fase exponencial de crescimento

4 - Fase de desaceleracao do crescimento
5 - Fase estacionaria

6 - Fase de declinio

Figura 6 - Fases de crescimento das
leveduras em fermentacgao



e Crescimento populacional

EsaiQ

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

(2) — fungdo: linhagem de levedura , idade do cultivo
antes da transferéncia do meio e composi¢ao dos meios
de cultivo anterior € novo.

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

Ocorre  diferentes capacidades individuais dos
microrganismos ao meio ¢ distintas velocidades
individuais




bl . .
w—l Crescimento populacional

EsaiQ

(3) Fase Exponencial — aumento exponencial do nimero de células,
quando cada c¢lula se divide a intervalos constantes de tempo.

Caracteriza-se por : aumento exponencial do n° de cé¢lulas da populacao,
intenso metabolismo e estabiliza o tempo de geracao das leveduras,
grande quantidade de produtos de excre¢do, metabolitos
intermediarios, temperatura e outros fatores alteram rapidamente a
composicao

- Duragdo ¢ controlada — composicao e estado fisico do meio
dependendo do n° de células por unidade de volume e a acumulagao
de metabolitos e produtos finais (inibidores);

Quantidade de ino6culo nao influéncia o tempo de geracdo na fase
exponencial, mas atrasa por prolongar a fase de multiplicagao.




T
b Crescimento populacional

(4) Fase Estacionaria - caracteriza-se pelo n° de celulas na

cultura permanecer quase constante por
um periodo de tempo, ha um baixo
consumo de energia, ocorre a manutengao
da viabilidade até¢ esgotamento das

Ireservas.

- Fatores que induzem esta fase:

- deple¢ao de nutrientes do meio;

- acimulo de produtos finais toxicos.



e it . .
- Crescimento populacional

(5) Fase Declinio - o nimero de cé¢lulas que morre excede o nimero de

c¢lulas novas,
- Por que ocorre ?

Composi¢ao do meio (esgotamento de nutrientes, acimulo de produtos

finais, etc) e condi¢des fisicas € quimicas do meio (pH, temperatura, etc.)

Quando deve ocorrer no processo industrial de producao de etanol?

NUNCA!??!! POR QUE??



7. FATORES INTERFERENTES NO METABOLISMO

w DAS LEVEDURAS
ESXL

Questao de vida
ou morte!!! Tem

Figura 9 — Figura demonstrando o
comportamento da fermentagdo, conforme a
composi¢do de agucares e O, no meio.

CRESCIMENTO

que saber.
< / :
(>16%yTC O ; CONSUMO DE ACUCAR
A .
o
ETANOL ETANOL lﬁt..l‘
wn
GLICOSE —
(<10%) w
ETANOL | BIOMASSA g e
BATXO 9 PRODUGAO DE ETANOL

OXIGENIO ALTO g

TEMPO

(HORAS)
Figura 8 - Efeito da condi¢do ambiental
sobre o comportamento metabdlico em S.
cerevisiae



‘.l E% . i | 7.FATORES INTERFERENTES NO METABOLISMO
DAS LEVEDURAS

(7.1) Influéncia da glicose

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

Conc. Glicose = 5% em meio aerdébico — via fermentativa completa, pois
mitocondria € reprimida e citocromo ndo funcionam.

Conc. Glicose baixa e oxigénio alto — catabolismo oxidativo/respiracao
(ndo ha fermentagdo) — efeito Pasteur

(7.2) Efeito do Oxigénio / Agitacio

A moderada aeracdo (15 a 20 mm/dia) auxilia na suspensdo das células
mais do que efeito direto do oxigénio (maior superficie de contato).

E capaz de induzir a respira¢ao, dependendo da concentracao de glicose
do meio.
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7. FATORES INTERFERENTES NO METABOLISMO | ™=

DAS LEVEDURAS H{
EsalQ

(7.3) Efeito da concentraciao de Etanol

« inibe a atividade metabolica e levando a morte das leveduras (sem
condi¢ao de sobrevivéncia);

* limite no vinho: 12 % de alcool — varidvel por: espécie e linhagem de
leveduras e condi¢cdes da fermentacao.

06T \
a4

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

ml etancl/qg lev./h

Figura 10 - Influéncia do etanol na fermentacao.




(7.4) Efeito da temperatura

Clima

Fatores externos T da 4gua
Mudanca na / T do mosto

temperatura \
Fatores

Calor liberado na

-Ideal: 30 a 36 °C intrinsecos fermentaco

(a) Influéncia da temperatura na variagdo do tempo de geracdo ¢ do coeficiente
especifico de crescimento em uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae

Tenperatura Tenpo de geracao (h)  Coef. espec. de cresc. g/l/h
5 0.15
35 021
30 030
| 22 031
21 029
- 0.19
40




Cdlculo do rendimento da fermentacdo alcodlica

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

CgH4o Og >»2 CH; CH, OH +2 CO, + energia +outros
monossacarideo etanol gas carbonico

Rendimento alcodlico ideal:

CgH4o Og >»2 CH; 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 g mL"")

Portanto, o rendimento ideal maximo que pode ser atingido é 51,11 % (m m1)
Contudo, na pratica, o maximo que se atinge € 48,55 %, ou seja, 95 % do
rendimento ideal.



PREPARO DO INOCULO




LiS“ PREPARO DO INOCULO PARA INICIAR A |
SAFRA

v'Fermento Prensado
v’ Fermento Reaproveitado do Ciclo Anterior

v’ Fermento Selecionado (cultura pura)



PREPARO DO INOCULO

Fermento Prensado

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

Indculo: 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

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



= PREPARO DO INOCULO

 Kermento Reciclado / Selecionado (leite de levedura)

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

— 250 28°C

— pH: 3,504,

Aumento gradual do teor de aglcar



PREPARO DO

Processo de Melle-
Boinot (década 30)

Evolucao:

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

fermento.

(2) Diluicao do melago
com caldo tratado.

| Agua L| Lcmao JW Melaco
INOCULO —il |,
g Diluidor
| Keido Lﬂ:
b
——— =
] jom | i

Leite de
leveduras

Vinho delevurado

s de|tratamento

lfermento

Mosto

-

Dorna




b Preparo do inéculo

6.2 Propagagdo do fermento selecionado

Etapa de laborarério

L b

Cultura 100 mL 500 mL 2.500 mL 12.500 ml
5° Brix 7° Brix 9° Brix 11° Brix

Etapa industrial

ar Indculo
4 F<— Mosto
D “~ Refrigeragéao
Amostragem
I:l ________ Vapor
. r
1o | . 5000
1o a
g @ 50 a 100 litros
15.000 L
'y Aparelho de cultura

< pura
Pré-fermentador

: ‘_;L)F‘igura 1.2 — Esquema da preparagio do inéculo



W Consideracoes finais

v A produ¢do de etanol por via fermentativa ¢é feita
exclusivamente com uso de leveduras, da espécie
Saccharomyces cerevisiae,

v' Na presenga de O, o teor de aglicar no mosto ¢ muito
importante para definir a rota metabolica de degradacao do
acucar adotada pela 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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