0
;' ZBio4

‘ . Solucoes Biotecnologicas
r’ .

- a



£B|o4 A Empresa

.Slg s Biotec

Empresa
executora de
P,D&l e
fornecedora de
leveduras



4Bio4 Historico

. Solugoes Biotecnologicas

Estudos de Projeto AlfaGal - Construcdo e Projeto Biodzyme -
desenvolvimento Produgdode Projeto Bromelain - Construgdo do operagdo do Desenvolvimento  Producdo de Construgao da
de genotipagem enzima Extracdo da enzima primeiro  primeiro biodigestor do Kit Cobre para enzimas primeira
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Fundacdo Langamentodo Projeto Omega3 - Projeto Bio4Mass - Caracterizacio  Construcdo do Construcdo do Projeto Zeazyme - Construgdo da
Projeto Produgdo de Derivados de do primeiro primeirg primeirp alambique  Enzimas para primeira
SuperYeast - Omega3 a partir de biomassa de novo isolado  blodigestor de para fermentacdo degradacio de microdestilaria a
Selecdo e microalga levedura para usinas de dejetos suinos de frutas micotoxinas partir de fonte
caracterizagdo etanol amilacea
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Anthony van
Leeuwenhoek (1680)

Um pouco de historia

Antoine-Laurent
Lavoisier (1789)
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| L. PASTEUR.
Brewing Beer and Ale. 3 STUDIES ON FERMENTATION

NG- 135,245. Patented Jan. 28,1873.. THE DISEASES OF BEER
. I

TIIEIR CAUSES, AND THE MEANS OF PREVENTING THEM

- L BASTEUR

MEMBER 07 INNTITUTE OF FRAXCE, THE BOTAL SOFIETY OF LONBON, ¥TC,

VA 'TRANSLATION, MADE WITH THE AUTHOR'S SANCTION, OF ;.
« ETUDES BUE LA BIERE,” WITH NOTES, INDEX, AND ORIGINAL
ILLUSTRATIONS

FRANK FAULK\TER

AUTHOR OF ““THE ART OF BREWING,™ ETC.

D. CONSTABLE ROBB B.A.

LATE CROLAR OF WOBKESTER COLL, O3TORD.
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- Figura 03.(a) Primeiro livro de L. Pasteur
Figura 02. Patente de processo de elaboracdao de cerveja  (b) Diferentes formas de microrganismos !
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Definicao Lager Ale

Classica Saccharomyces pastorianus Saccharomyces cerevisiae
Levedura de baixa fermentacao Levedura de alta fermentacao

Definicao dade de f ibi

Moderna Capacidade de fermentar a melibiose
Limpo Limpo

A Neutro Neutro

romas Floral Frutado

Malte Fendlico

Temperatura | 9-14 °oC 16-26 °C
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Definicao Brett

Classica Brettanomyces lambicus
Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces claussenii
Brettanomyces bruxellensis Trois

A

Morfologia Fungo nao formador de esporos e
células ovais e alongadas

' 4-etil fenol — Band-Aid
4-etil guaiacol — Madeira Mofada
Estabulo

Cavalo

Aromas

Temperatura | 18-26 °C

Brettanomyces bruxellensis
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Microscopio
eletronico

Micromeétrico

Macrometrico

Microscopio

Célula  Célula oo
optico

Viva Morta
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Morfologia

Colonia Lisa

Colbnia rugosa

Fermento

Floculacao

|

Grau de Floculacao Teste (15 °C) 12 horas

Baixa 20%
Média 50%
Alta 80%
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== Limpeza e Assepssia -

Sistema CIP

L

R
/ \

' Limpeza = Solu¢ao NaOH 1-2%
12 Etapa Sanitizacdo = Solu¢do de Ac. Peracético 0,2-0,3%

Limpeza de Superficies
Enxague

<}
©
o
0
n
Q
O
o
|
o

Assepssia

2 2 Desinfeccao de
Superficies

Superficie

Porque a superficie externa tem
polimento melhor que a interna?
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pH

Cuidado com:

Cuidado com: minio, resina fenélica,|

Marmore, cimento,
Pedra.

Acido Alcalino

| I I
0 55 7 8,5 14
Sujidade inorganica Sujidade organica
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® Super
!-3 Yeast

OXxIgénio

12,5°P ~
\
\

Caial proteico

Gravidade
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Glicolipido

eina de trantportd
Proteina globulé

-5 ppm Variaveis
—9ppm Temperatura do mosto
Vazdo e pressdo de O,
* Aplicagdo do O,
\
\

Glicido

\ Fluido extracelular
\ Cabecap hidrofilicas
Glicoproteina
y

”“ n} ™ “ | : AR 1 R N\ Bicamada
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~/ Fosfolipido

Proteina transmembranar
{Proteina globular) Proteina extrl'nseca

Colesterol
[ L
/1

Proteina extrinseca
24

Cinética de fermentacao

FA amentos Proieina em hélte alfd udas h bic as
A8oesquelel %’ TREFfpine transnvpPimnes) 144f ngﬂ

Cltoplat@mpo (h)
com diferentes concentracées de oxigénio dissolvido 2
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Tabela 01. Solubilidade do oxigénio ( mg O,/L) do ar em dgua e mosto em entes temperaturas e para
oxigénio puro, todos e pressdo atmosférica. 3

® Super
:.2 Yeast

Temperature From air From oxygen
(°C) (°F) Water Wort (12%) Water
0 32 14.5 11.6 69
3 37.4 - - 64
5 41 12.7 10.4 61
8 46.4 - - 56
10 50 11.2 9.3 54
15 59 10.0 8.3 48
20 68 9.9 7.4 -

Tabela 02. Amostras de niveis de oxigénio dissolvido em microcervejarias. 2

Volume de Mosto (L) Vazdo de O, (L/min) Duragdo (min) Gravidade Oxigénio Disolvido
Inicial (°P) (ppm)
6359,49 (40bbl) 6 40 12,5 5,00
2384,80 (15 bbl) 6 45 13,2 5,42
2384,80 (15 bbl) 12 75-80 25,5 5,50
1589,87 (10 bbl) 6 35 12,3 5,85
6359,49 (40bbl) 7 40 12,3 6,20
2384,80 (15 bbl) 7 40 12,7 6,54
1589,87 (10 bbl) 7 35 12,5 7,20
1589,87 (10 bbl) 6 30 14,4 8,10
1589,87 (10 bbl) 7 30-40 12,0 8,25
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Fluido extracelular

Canal proteico Glicido
(Proteina de trantporte)

Cabegas hidrofilicas

h
|‘-' 9
L Bicamada
fosfolipidica
[ ' ]

Caudas hidrofdbicas

Glicoproteina

Protedna transmembyranar 2
{Proteina globular) Proteina extrinseca

Proteina em hélice alf:

Filamentos de [ (Proteina transmembranar)

citoesqueleto

Proteina extrinseca
Citoplasma

® Super

Acido Graxo (azeite)™

Experimento

19°C

1,5x107cel/mL (91,04%)
pH =5,34-5,3

. o £ 1,2
1] = .
2 o -
% g 0,8
3, S 06
9 7]
§ g Dr'q'
S _
E 7 E‘ 0,2
20 S 0
2 g 2
15 17 21 24 28
original extract, °P
N e
5-8 mg0,/L

15 17 21 24 28

original extract, °P
0,7 mg/L
5-8 mgO,/L

Diferentes na producao de alcool superior e acetato de isoamila em experimentos utilizando

aeracdo ou acido linoleico. 4
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dn

Magneésio e Zinco

1. Requerido para reacOes de fosforilagao oxidativa,
sintese de ATP, sintese de DNA e regulacdo da
informacao genetica;

. 2. Representa 0,3% da massa celular;

Piruvato 3. Importante no metabolismo fermentativo:

Glicose

Co, . .
Vitaminas

1. Requerido como co-fatores das reacdes enzimaticas;

Acetaldeido

Biotina: reacdes de carboxilacdo > sintese de aminoacidos
Acido pantoténico: forma coenzima A

Acido nicotinico: nicotinamida para sintese de ATP
Tiamina (vitamina B): reacdes de carboxilacao
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« Aadeséo celular —— Floculacdo de levedura;

Izo%

Fermento

|

Floculacao

Fatores que influenciam a floculacéo
* pH,
* temperatura, etanol
e Oxigenacao
 disponibilidade de calcio ®

&
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Amnoacidos

Tabela 03. Classificacdo dos aminodcidos do mosto de
acordo com o seu consumo pela levedura.’

Group A Group B Group C Group D
Fast Intermediate Slow Little or No
Absorption Absorption Absorption Absorption
Glutamic acid Valine Glycine Proline
Aspartic acid Methionine Phenylalanine
Asparagine Leucine Tyrosine
Glutamine Isoleucine Tryptophan
Serine Histidine Alanine
Threonine Ammonia
Lysine
Arginine
0.9
0.8
d 0.7
E06
505
£ 04
g 0.3
© 0.2
0.1 h
0

Control Lysine Methionine

(@Diacetyl @2 3-pentanedione @ Acetolactate 0 Acetohydroxybutyrate |
Concentragdo de dicetonas vicinais no final da fermentagdo ’

%

Super
Yeast
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Vias

Catabolismo
aminoacidos

licdlise .
g ramificados

Valina

|

2-oxoisovalerato

l

acetaldeido Isoaldeido

v \
acetato

fermentagao

Acetil-CoA Mg \

Zn etanol

4
Acetil-QoA

Malonil-CQA

Acetato de etila

Acidos graxos

cadeia media
" Esteres de acidos graxos

Producdo de ésteres durante a fermentacdo. ’

da producao de éstereé

Catabolismo
mmanina

Super
Yeast

alfa-ceto isovalerat

l

alfa-isopropil malato

!

Alfa -ceto isocaproato

jﬂlalanina

Acetato de

Eniletanol

X

Fenilpiruvato

v

Fenilaldeido

Feniletanol
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Temperatura Lager Ale
P 9-14 °C 16-26 °C

Compgﬁg Limite d:a l;J'em,n x@;cé.lelialde fermentacao Gicido
tmmul de transportePErCepPCcao 19 oC
Proteina globular e, Glicoproteina

icamada
fosfolipidica

coeRiagktil otal

7 AE
Proteﬂ?a tﬁh’smembranar . ””D

{Proteina globular)
Pegoibiiadiona/ 20N nnh BB LRI
Proteina em helice alf:
’ - Fil tos d audas hidrof
AcBestRntggnseca T G thveteto /7 98 ppmUasmerned§2 19 ppm Maca Verde
Citoplasma

Cromatografia gasosa comparando duas cervejas com mesmo mosto e
levedura ALE, fermentada em duas temperaturas
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InOculo

Microcervejaria

Calculo de células viaveis para uma adequada taxa
de inoculacao

CUIDADO
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® Super
x;l Yasa

(v « B J §

i
-l &

Qual a taxa de inoculo mais indicada?

\

\.

Densidade Inicial
i Ale 1 [ Lager )
0,5.106 CEl/mL/OP 1.106 Cel/mL/oP
Ex.: 12 °P Ex.: 12 °P
C, = 12*0,5 = 6.10° ceI/mL) C,= 12*1 =12.106° ceI/mLJ

Limpeza

Variaveis Viabilidade e Vitalidade

Tempo de fermentacao
Resultado Producéo de aromas
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Ex. Para um volume de brassagem de 10 hL de uma cerveja do tipo ALE
e mosto com 12 °P de concentracao.

ALE

Taxa de in6culo (TI) = 0,5 x 10° cel/mL/°P (0,75 x 10° cel/mL/°P (WHITE
. C., 2010))

Densidade da cerveja (OG) = 12°P (1,045 g/mL)

Concentracado de fermento (CF) = Tl x OG = 0,5 x 10° cel/mL/°P x 12°P
CF = 6x106° cel/mL

Volume da brassagem (VB) = 10 hL = 1.000.000 mL

Concentracao de fermento (CF) = 6x10° cel/mL

Quantidade de fermento (QF) = CF x VB = 6x10° cel/mL x 1.000.000 mL
QF = 6.000.000.000.000 = 6 trilhoes
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= Selecdo de leveduras feast

1 @ Etapa — isolamento e extracao de DNA
Amostra in natura

b oo
Extracdo do DNA
dos isolados
Amostra por > Amplificacao do
plagueamento DNA por PCR

Avaliacao da
morfologia das
colbnias

Isolamento das
diferentes colénias
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DPLASHANY B|BC

® Super

:J Yeast
Selecao de leveduras
2 @ Etapa — amplificacao do DNA
I I 1 Ciclo de aquecimento
A A AL
e o — ‘\_‘_/‘

ik 0
=
SOSSOM B
ENVOLTORIOS I: =S

> o
Extracdo de DNA <

T

Joal I
%e

Enzima Ciclo de resfriamento

Primer
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3 @ Etapa — eletroforese

§ Gel de eletroforese |

DNA amplificado [

W | 2 s % 5 & 3 3
3100 p HEHEE

3100- : - ‘
2500 i w
2200- 2200- { -

nuidhun- 1450-
1350 Mt i e o - - - o
102&“H_H!!ﬂ.ﬂ 000. ™=

750-
T30 e - - - 650- a' |
650- W . - - —
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Selecao de leveduras

4 a Etapa — banco genético

g

Length (bp)

8

Length (bp)

8

:

(=

:

N T F FF F B FF J F I
""" o oo Wb O O o
A A P I R SR AP Ay

1 EEEEEEEEEEEEE L

o]

Q@Q@Q@Q@ﬁq@%&{ﬂﬁqﬁﬁ‘ﬁ?

&

Super
Yeast
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5 @ Etapa — screening inicial

Controle  40°C 0,5 M NaCl 200 g/L Gli 190 g/L Suc
2 dias 2 dias 2 dias 2 dias 2 dias

il

101102103 104 10°

2 days 2 days 2 days 2 days

Meio YPD 2% Acucar Total

Sacarose

Maltose — mmmmm)

Maltotriose
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6 @ Etapa — Caract

a0 de leveduras

izacao bioquimica

5

® Super

’J Yeast

fermentacao em escala piloto (ciclos de fermentacao)

Estufa

In6culo da
cepaisolada

——>

4 1

Parametros microbiologicos:
Viabilidade, brotamento, cel/mL,
Biomassa Umida e seca

Teor Alcodlico

- ) | HPLCe

GC

Andlise do Mosto/Vinho:
ART, Nitrogénio, Teor Alcodlico (alc.
superiores, metanol) e Glicerol

Moduo | YV

Monitoramento de variavels:
Temperatura, pH, CO , , Brix
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Cultivo de Leveduras

Manutengao das Leveduras

Ultra Freezer Estufa

[ ]

-80° C

e o e o o o Em e Em o Em e Em = o

| nom
| nm
| w1
| nmi
| Wi
| o
| mmi
I nm
I
|
|
|

mmi
[ U ]

o
LI L]

et % énﬁu - g
ST Viabilidade celular Contaminagéo (UFC/mL) Cariotipagem genética
Concentragéo celular Teste para melibiose Fingerprinting da levedura
N Laminula Coloracdo de GRAM Petit mutant Banco genético de leveduras

fEeeFeeLpa ey




Selecao de leveduras

Metabolismo/Genoma X Aplicacdo no processo
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f 7 | V4 . V4 . \
Analises Fisico-Quimicas
Densidade Real (mg/mL) Turbidez (EBC)
Extrato Original (% p/p) Turbidez 0oC (EBC)
Extrato Aparente (% p/p) Teste Forgado (Shelf Life)
Extrato Real (% p/p) Oxigénio Dissolvido (mg/L)
Alcool (% p/p) Polifendis Totais na Cerveja (mg/L)
Alcool (% v/v) Acidez Total (mg/L)
Cor (EBC) Gluten em Bebidas (ELISA) (ppm)
pH Atenuacao Real (%)
Calorias (Kcal/100mL) Acucar Total (g/L)
Amargor (IBU) Aclcares Redutores Totais (g/L)
Dicetonas Vicinais Totais (mg/L) Cromatografia Gasosa (sob consulta)
kTeste de Pasteurizacao
( V 4 ] ] ] 7 ] \
Analises Microbiologicas

Contagem de Leveduras Camara de NEUBAUER (Contagem e Viabilidade)
Contagem Total de Bactérias em Anaerobiose de Cerveja (Morfologia + GRAM) (UFC/mL)
Contagem Total de Bactérias em Aerobiose de Cerveja (Morfologia + GRAM) (UFC/mL)
Contagem Total de Bactérias em Anaerobiose de Fermento (Morfologia + GRAM) (UFC/mL)|
Contagem Total de Bactérias em Aerobiose de Fermento (Morfologia + GRAM) (UFC/mL)
Plagueamento leveduras (Morfologia e Contagem)
Petit Mutant Teste
Analise de Floculacao
Identificagcdao de Leveduras Selvagens
Analise de Leveduras do Tipo LAGER x ALE

\_Analise de Leveduras Nao Saccharomyces y
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