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1. Introducéo

Na realizacdo de vinhos a utilizacdo de microrganismos é fundamental,
durante o seu metabolismo, estando na presenca de mosto, realizam a
transformacao do acucar em &lcool etilico.

As leveduras sdo microrganismos fundamentais para a realizacéo da
fermentacao alcoodlica. A Saccharomyces cerevisae € a leveduras mais
utilizada industrialmente para a realizacao da fermentacao alcoolica, por ser
uma levedura muito resistente aos altos teores de alcool e elevada resisténcia
ao sulfuroso.

Nestas atividades praticas pretende-se realizar fermentagdes alcodlicas,
num tamanho reduzido, recorrendo a utilizacdo de varias técnicas, para que no
final, seja possivel avaliar o processo que possa ser mais eficiente para a
producdo em grandes quantidades.
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2. Realizacao da vindima:

Realizacdo da vindima: dia 1/10/2019
Esmagamento de uvas para obtencao de mosto.

Determinacg&o do grau Brix por refratdbmetro manual
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3. Demonstracéo da fermentacao alcoolica em micro
vinificadores

No dia 1/10

Lavagem e sanitizacdo dos fermentadores.
-Preparacao de 4 fermentadores:

« Fermentador 1: sem inoculacéo;

« Fermentador 2: Leveduras imobilizadas;

« Fermentador 3: Leveduras viaveis e

« Fermentador 4: LSA (Leveduras secas activas).

Em cada fermentador 1 litro de mosto + sulfuroso a 60mg/100L:

-Para o fermentador 2:

* 19 de leveduras em 23,89 de esferas
« Paratermos 0,29 de leveduras, necessitamos 4,769 de esferas.
Arredondamos para 5g

-Para o fermentador 3:

» Suspenséao de H20 destilada e esterilizada

« Contagem das leveduras pelo Método das Camaras de contagem:

* Nas 2 camaras existem quadriculas, sendo na parte central,
guadrados de 0,05mm, com profundidade de 0,1mm

» Contar em 10 quadriculas aleatérias (tém que ter entre 10 a 20
células)

« N =V (area x profundidade) = 0,05°x0,1

-Para o fermentador 4:

* Recomendacéo do fornecedor de LSA: utilizar 20g/100L
* Como temos apenas 1 litro de mosto, utilizamos 0,2g de LSA
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Volume = 0,00025mm?3

N/ml = (14,4x1.000)/0,00025 = 57.600.000 = 5,8x10"

1ml de suspenséo contém 5,8x107 leveduras

(1x109)/5,8x107 = 17ml (na pratica vamos meter apenas 10ml, porque
nao temos mais leveduras)
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4. Monitorizac&o da fermentacé&o alcodlica

determinacdo didria da densidade, peso, producdo de CO2 e da temperatura

Determinacéo da conversao dos acucares em alcool:

-Teor original = 215g/L = 21,5% (no refratbmetro manual)

Teor refract. Manual
origem n? dias velocidade
& 5 6 7 g/L dia
F1 215 160 55 7,9
F2 215 130 85 17,0
F3 215 150 65 10,8
F4 215 140 75 10,7
Teor refract. Digital
orizem ne dias velocidade
& 5 6 7 g/Ldia
F1 215 141 74 10,6
F2 215 115 100 20,0
F3 215 94 121 20,2
F4 215 109 106 15,1
-Contagem das Leveduras
e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média
21 19 11 7 14 21 14 15,3
[N/mi= |  (15,3x1000)/0,00025 = 61142857,1 6,1E+07
3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média
15 11 15 15 11 11 9 8 11 12 11,8
[N/mi= |  (11,8x1000)/0,00025 = 47200000]  4,7E+07
Fa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média
5 6 7 4 6 4 7 6 5 7 5,7
[N/mi= | (5,7x1000)/0,00025 = 22800000  2,3E+07
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-Avaliacéo das populagbes microbianas ao longo da fermentacéo

Método das placas > contagem das colonias > implica crescimento no
laboratério > contagem de microrganismos viaveis > unidade de medida =

* UFC (Unidades Formadoras de Colénias)/ml
+ UFC (Unidades Formadoras de Colonias)/g

1,0e-01 | 1,0E-02 | 1,0E-03 | 1,0E-04 | 1,0E-05 | 1,0E-06 Resultado
Inicio Inc 74 - - - - 7,4E+03
Leveduras |Meio Inc Inc Inc Inc 42 - 4,2E+06
Fim 60 - - - - - 6,0E+02
Inicio bactérias Inc Inc 400 - - - 4,0E+05
bolores Inc Inc 6 - - - 6,0E+03
EMT Meio bactérias Inc 37 - - - - 3,7E+03
bolores Inc 0 - - - - sem bolores
Fim bactérias 12 - - - - - 1,2E+02
bolores 0 - - - - - sem bolores

(FMT: Flora Microbiana Total)

Conclusoes:

Ao avaliar os resultados obtidos podemos observar que:

A quantidade de bolores é sempre inferior a das bactérias;

Os bolores s6 aparecem no inicio da fermentacédo, concluindo que
nao sao resistentes & formacao de alcool etilico;

Bactérias filamentosas (actinomicetos) s6 existem no solo, e sao
sinal de contaminag¢des na altura da vindima;

Aumento consideravel das populacdes de leveduras do inicio para o
meio da fermentacao (570x);

Diminuicéo significativa das leveduras no fim da fermentacéo;
Populacao de bolores (Fungos Filamentosos) nao resistem a
fermentacdo alcodlica (de 6,0x10% UFC/mI no inicio, para <10UFC/ml
no final). Na pratica significa que ndo ha bolores;

Diminuicéo significativa das populacdes de FMT (de 4,0x10°> UFC/mi
no inicio, para 1,2x10UFC/ml no final). Pode dizer-se que a
fermentacao se auto-higieniza;

As Unicas populacdes que parecem resistir ao longo da fermentacao
sao as populacdes de Actinomicetos (bactérias filamentosas do solo).
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5. Execucao de bioprocesso conducente imobilizacao de
leveduras em esferas de alginato de calcio

No dia 24/09/2019, procedemos a imobilizacdo, ou encapsulamento, de
leveduras

Leveduras utilizadas na fermentacéo alcodlica: SACCHAROMYCES cerevisiae

+ Execucao do processo de imobilizacdo de leveduras em esferas de
alginato de célcio;

* Execucao de preparacdes a fresco. Observacdo de microrganismos ao
microscopio (leveduras e bactérias).

Imobilizacdo de leveduras:

» 2g de leveduras secas ativas (LSA);
* Solucéo a 1% de Alginato de sodio;
* Solucao a 1% de Cloreto de célcio.

Procedimento:

Adicionou-se + 2g de LSA a 25ml de 4gua destilada a 30°C

Adicionou-se 0,59 de alginato de sodio a 25ml de 4gua destilada e
procedeu-se ao seu aquecimento

Misturou-se as preparacdes, ficando assim o alginato em concentracéo
de 1%

Regra: LSA = 20g/hectolitro
Agua = 10x peso das LSA
250ml de H20 + 2,5g CaCl2

1g LSA + 25ml H20 na estufa a 37°C (durante 10 horas?)
0,59 de Alginato + 25ml H20
2,5 CaCl2 + 250ml H20

Injetar com pipeta na solugao anterior
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