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RESUMO

Muitas empresas estdo desenvolvendo pesquisas na é&rea de utilizacdo de
microrganismos para serem consumidos na alimentacdo humana e animal. Um dos
microrganismos mais utilizados e pesquisados é a Saccharomyces cerevisiae.
Nesse novo ramo um dos principais obstaculos que estdo sendo encontrados sao as
contaminagdes microbiolégicas de outros microrganismos provenientes tanto da
matéria prima, quanto de falta de monitoramento e controles especifico de limpeza e
desinfeccdo dentro das plantas industriais. Este trabalho visou um estudo sobre a
importancia no controle microbiolégico na entrada de matéria prima, agua e ar no
tanque de fermentacdo onde o processo fermentativo nesse caso tem por objetivo a
producdo de biomassa, que para esse meio a contaminacdo microbiolégica de
qualquer outro microorganismo e de extrema agressividade ao meio e impactando
assim na qualidade do produto. O objetivo deste trabalho foi fazer a quantificacéo de
bactérias lacticas, leveduras selvagens e baterias aerébias, contidas no mosto, agua
e ar que sao utilizados como fonte de oxigénio para meio fermentativo. As amostras
foram coletadas no mosto esterilizado, entrada de ar e tanque de agua potavel. Os
resultados obtidos foram de presenca de bactérias lacticas apenas no mosto que foi
amostrado na saida do esterilizador, estando os demais pontos ausentes de
contaminantes.

Palavra chave: cana de acgUcar; controle microbiolégico.



ABSTRACT

Many companies are developing research in the use of microorganisms to
be consumed in food and feed . One of mais utilizados microorganisms and
researched a Saccharomyces cerevisiae. Nesse new branch is one of the
main obstacles being encountered are the microbiological contamination of
other microorganisms from both the raw material, as the lack of monitoring
controls and specific cleaning and disinfection within industrial plants . This
work aimed to study the importance of microbiological control the entry of
raw materials, water and air in the fermentation tank where the fermentation
process in this case is aimed at the production of biomass , this means that
for microbiological contamination of any other microorganism and extreme
aggressiveness of the environment and thereby impacting the quality of the
product. The aim of this study was to quantify the lactic acid bacteria , wild
yeasts and aerobic batteries , contained in wine, water and air are used as
a source of oxygen for fermentation media . The samples were collected in
sterile wort inlet and clean water tank. The results were the presence of
lactic acid bacteria only in the mash which was sampled at the outlet of the
sterilizer , the other being absent points contaminants.

Keyword: sugarcane; microbiological control.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos varias unidades industriais vem realizando estudos com objetivo
de direcionar investimentos na &rea de desenvolvimento de novos ramos industriais,
proporcionando novas fontes de lucratividade através de matéria prima proveniente
de cana de acucar (BIORIGIN, 2004).

Muitas empresas estdo desenvolvendo pesquisas na area de utilizacdo de
microrganismos para serem consumidos na alimentacdo humana e animal, um dos
microrganismos mais utilizados e pesquisados é a Saccharomyces cerevisiae
(FERMENTEC, 1994).

Existem diversas abordagens focadas na producdo de &lcool e bebidas. Assim
aSaccharomyces cerevisiae vem sendo desenvolvida e melhorada na industria de
producao de etanol e cervejaria (FERMENTEC, 1994).

Nesse novo ramo um dos principais obstaculos que estdo sendo encontrados sao as
contaminagdes microbiolégica de outros microrganismos provenientes tanto da
matéria prima, quanto de falta de monitoramento e controles especifico de limpeza e
desinfec¢do dentro das plantas industriais (FERMENTEC, 1994).

Basicamente para obtencdo de um bom produto final (nesse caso fermento
concentrado), o principal fator que deve ser monitorado é limpeza e desinfeccao de
equipamentos e linhas de producéo (FERMENTEC, 1994).

O objetivo desse trabalho é verificar a presenca de microrganismos contaminantes
nas amostras de fermento final e levantar os possiveis pontos de contaminagéo

durante o processo.
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2. ACUCAR E ALCOOL

2.1CANAS DE ACUCAR

A cana de aglcar é originaria da regido sudeste da Asia, onde € cultivada desde
épocas remotas, o surgimento de varias doencas e tecnologias mais avancadas
exigiram a criacdo de novas variedades, as quais foram atingidos através de
cruzamentos com variedades ascendentes. Os trabalhos de melhoramento
persistem até os dias atuais e conferem a todas as variedades em cultivo de novas
espécies (NASCIMENTO, 2009).

A cana de acUcar chegou ao Brasil através dos portugueses no inicio do século XVI,
chegando a regido nordeste do pais, onde na época se tornou a responsavel por ser
a regiao maior na producao de aclcar na época que veio a se estender até o século
XVII(FERROet al.,2007).Hoje a maior parte dos canaviais existentes nos pais estao
concentrados na regido sudeste, mais precisamente no interior do estado de Séo
Paulo, e o agucar ndo é o principal produto da cana de acucar, hoje o principal
produto € o alcool. Além do alcool, varios novos produtos estdo sendo desenvolvidos

com matéria prima proveniente da cana de acgucar.

Um dos fatores mais atrativos a trazer os canaviais para o interior do estado de Séo
Paulo é devido ao clima tropical, pois é um clima quente, subdividido em uma

estacdo seca e uma estacao umida (FILHO, 2009).

A cana de acgucar é cultivada numa extensa area territorial, onde apresenta melhores
rendimentos nas regides quentes. O clima ideal € aquele que apresenta estacfes
distintas, uma quente e a outra Umida, onde proporciona melhor germinacao,
perfilhamento e desenvolvimento vegetativo, seguido de outra fria e seca, que
promove a maturacdo e consequentemente acumulo de sacarose nos colmos
(NASCIMENTO, 2009).
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Uma caracteristica importantissima da cana de acglcar também é na sua utilizagédo
direta como fonte de nutriente direto na alimentacdo animal, como mais utilizado nas
estacdes do inverno, pois as pastagens sdo muito frageis e 0s animais necessitam

de fonte nova de alimento devido a escassez das chuvas (FERRO, et al., 2007).

Um fator importantissimo para que a regido migre a cana de acglcar na regiao
sudeste é devido ao éxodo rural, pois muitas familias principalmente na regido
sudeste estdo mudando para as cidades, isto faz com que a regido migre para areas
de plantio de cana de acgucar na maioria do caso devido as industrias buscarem méao
de obra nas cidades, onde estas sdo mais especializadas. As areas rurais acabam
se tornando grandes fazendas de cana de agucar e atualmente com as reducdes de
gueimadas, as grandes indastrias estdo adquirindo maquinas e equipamentos
sofisticados que dependem de menor quantidade de méo de abra (NASCIMENTO,
2009).

Essa migracdo de pessoas da area rural para area urbana € chamada de
urbanizacao, que isto incentiva o crescimento de grandes e médias cidades, criando
oportunidade de empregos (NASCIMENTO, 2009).

2.2 ACUCAR

O agcucar surgiu na india,era de dificil acesso, era utilizado mel com maior frequéncia
para adocar. Os primeiros cristais de acUcar na india eram chamados de paes de
acucar, pois era a forma mais facil de armazenar e transportar. Posteriormente no
final do século XIX ja estavam sendo produzidos em formatos de cubos (ACUCAR
GUARANI, 2013).

O acUcar € um termo genérico para carboidratos cristalizados, 0s principais sédo

sacarose, lactose e frutose. Sua principal caracteristica é o seu sabor adocicado.

A cana de acucar foi uma cultura de acesso limitado e agucar uma mercadoria rara
durante muito tempo, comerciantes de acucar se tornavam ricos, Veneza foi o

principal centro comercial de aglcar na Europa (ACUCAR GUARANI,2013).Hoje o
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acucar se apresenta em diversos tipos, acucar refinado, acglcar cristal, xarope

invertido e agucar organico entre outros.

2.3 ALCOOL

O alcool é produzido a partir de matérias primas que possuem altos indices de
frutose, a producdo de alcool é feita a partir de processo de fermentacéo alcodlica,
em seguida passa por processo de separacao através de centrifuga e por processos
de destilacdo, onde temos varios tipos de acordo com a necessidade de cada tipo de
produto que sera produzido (PORTAL DA CANA, 2013).

Para cada litro de &lcool produzido, sdo gerados aproximadamente 12 litros de
residuos, sendo que a quantidade de residuos depende diretamente do rendimento
do processo de fermentacdo e principalmente do rendimento dos processos
envolvidos (PORTAL DA CANA, 2013). O alcool é uma classe de compostos
organicos que possui na sua estrutura um ou mais grupos de hidroxilas (OH),
ligados a carbonos saturados, geralmente é utilizado como combustivel,
esterilizante, solvente e € o componente principal de bebidas alcodlicas (UOL
EDUCACAO, 2013).Hoje o alcool se apresenta em alguns tipos, etanol, metanol e

alcool anidro.

Além do élcool, temos outros produtos derivados da cana de acucar, comoa

cachaca, o bagaco, o 6leo fusel e a levedura.
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3.LEVEDURA

As leveduras sdao o0s microrganismos eucariotos mais importantes utilizados em
processos fermentativos caseiros e industriais. Sua estrutura € constituida por
parede celular, membrana celular e nucleo. A parede celular das leveduras é
constituida por duas camadas principais: uma interna chamada de glucana e uma
externa denominada manana, sobreposta & camada de glucana (VALENTIN, et al.;
1997), em muitos esta entra apenas como agente bioldgico de transformacao, uma
vez que ao termino do processo produtivo é descartada. Trata-se de uma pratica
antiga nas producdes principalmente de etanol, onde as quantidades geradas séo
muito grandes. Vislumbra-se uma necessidade real de se buscar novas aplicacdes
desses micro-organismos apo0s sua aplicacdo em processos primarios. Entre
inumeras utilizacdes de levedura como fonte de matéria prima, hoje as empresas

investem em fermentacdes aerdbicas, pois a producéo de biomassa é maior.

As leveduras mais utilizadas nos ramos de fermentacdo alcoolica sdo a
Saccharomycescerevisiae, Salixfragilis, Candidasubtilis e Candidatropicalis. A
espécie mais utilizada para fins de fermentacdo em escalas industriais, panificacao,
€ a Saccharomycescerevisiae.Existem muitos estudos a respeito do emprego desta
levedura no processo de fabricacdo de etanol e o seu aproveitamento em racdes
para animais e utilizacdo também como fonte importante de proteina para consumo
humano.A levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser usada na alimentacao
humana sob diversas formas (PEIXOTO, 1996), podendo ser utilizada em sua forma
integra ou derivados de levedura (DZIEZAK, 1987).

s

Outra utilizacdo da levedura € a producdo do etanol que despertou bastante
interesse no mundo inteiro, devido as enormes vantagens, destacando-se a sua
sustentabilidade e por contribuir acentuadamente na amenizagdo do aguecimento
global (BUTOLO, 2002 apud OLIVEIRA, 2006).

A figura 1 ilustra uma celula de levedura.
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Parede Celular

Membrana Citoplasmatica
Nucleo

Citoplasma

Lipidio
Glicogénio Reficulo
Vacholo Endoplasmatico
: ' Mitocéndria
Cicatrizdo=—""" v ;
Brotamento

Figura 1- Celula de levedura

As leveduras sdo micro-organismos que possuem algumas caracteristicas proprias
de crescimento e desenvolvimento, por exemplo pH de crescimento ideal entre 3,5 a
5,0, nessa faixa ela tem um meio propicio para seu rapido crescimento e melhor
qualidade em sua carga de proteina, a temperatura de 28 a 33°C, nessa faixa de

temperatura também tem bom resultado de crescimento.

A qualidade do meio de cultivo, replicara na melhoria do desenvolvimento das
células, sendo que pH, temperatura, minerais e teor de acuUcar sdo condi¢cdes

fundamentais deste processo.
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4. FERMENTACAO

4.1 HISTORICO

Os produtos de fermentacdo foram usados desde a antiguidade. Habitantes das
cavernas descobriram que a carne envelhecida tem um sabor mais agradavel que a
carne fresca. Vinho, cerveja e pao sao tao velhos quanto a agricultura. Queijo, que
envolve a fermentacédo de leite ou creme, € outra comida muito antiga.

O valor medicinal de produtos fermentados é conhecido ha muito tempo, os
chineses, por exemplo, usavam coalho de feijdo-soja mofado para curar infeccdes
de pele h& 3.000 anos. Os indios da América Central tratavam feridas infetadas com
fungos.

A verdadeira causa de fermentacdo, porém, ndo era compreendida até o século
XIX. O cientista francés Louis Pasteur, enquanto estudava problemas dos
cervejeiros e vinicultores da Franca, descobriu que um tipo de levedura produz vinho
bom, mas um segundo tipo torna-o azedo. Esta descoberta conduziu a teoria da
origem de doencas de Pasteur. Estudos realizados por Pasteur permitiram verificar
que a fermentacao alcodlica estava sempre associada ao crescimento de leveduras,
mas que se estas fossem expostas a quantidades importantes de oxigénio
produziriam em vez de alcool e diéxido de carbono, agua e dioxido de carbono.
Destas observacdes, Pasteur concluiu que a fermentacdo é o mecanismo utilizado
pelos seres vivos para produzir energia na auséncia de oxigénio (FERREIRA, 2008).
Ja em 1897, o quimico aleméo Buchner demonstrou que a fermentagéo era apenas
uma sequéncia de reagdes quimicas, podendo ocorrer fora de células vivas. Foi este
estudo que revelou as enzimas e permitiu a compreensédo do metabolismo celular
em toda a sua globalidade. Em 1930 os bioquimicos alemaes Embden e Meyerhof
descobriram a totalidade das etapas deste processo, pelo que essa sequéncia
também é conhecida por cadeia de Embden-Meyerhof(FERREIRA, 2008).
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A quimica das fermentacfes € uma ciéncia nova que ainda estd em suas fases mais
iniciais trata-se da base para processos industriais que convertem matérias-primas
como graos, acucares, e subprodutos industriais em muitos produtos sintéticos
diferentes(PARAZZI, 1995).

As proteinas sdo nutrientes essenciais na dieta humana e devem estar presente na
alimentacdo. O valor nutricional da proteina depende de sua composicao
(SGARBIERI et al., 1999).

4.2 BIOMASSA DE LEVEDURA

A necessidade de aumentar a quantidade de biomassa de levedura mundialmente
se deu em funcdo de aumentar a utilizacdo de produto como fonte de matéria prima
no ramo alimenticio, apesar de que ja era utilizado desde o0s ancestrais

principalmente para area de panificacao.

Principalmente no final do século XXI, o mundo comecou a absorver a necessidade
de uma vida mais saudavel, utilizando produtos com natureza organica. A figura 2 é

uma forma resumidado fluxograma para producdo de biomassa em larga escala.
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Figura 2: Fluxograma para producéo de Biomassa em larga escala.
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5.1 LIMPEZA QUIMICA(CIP - CLEANING IN PLACE)

Limpeza quimica € um termo utilizado nas empresas que visam otimizar processos

de forma a garantir processo confiavel, livre de contaminacdo fisica, quimica e

microbiolégica. Nesse processo alguns fatores devem ser seguidos rigorosamente,

s

como por exemplo, tempo, temperatura, tecnologia (este critério € utilizado na

fabricacdo do equipamento onde é pensado em toda a area que sera utilizada e

como seré feita a limpeza em todos os locais), concentracao das solu¢gBes quimicas

(BORELLI, 2008).

As vantagens do sistema de CIP ou limpeza quimica estdo descritas na figura 3.

Vantagens

Desvantagens

- Ndo ha desmontagem do circuito;
- Detergentes mais concentrados;

- Operacgéao segura;

- Controle de resultados;

- Minimo tempo de inatividade da
Producao;

-Unico método para tanques
grandes, tubulagdes, trocadores de

calor e concentradores.

- Areas mortas sem acdo mecanica;
- Interrupcéo total, em caso de mal
funcionamento;

- Problemas dificeis de serem

diagnosticados;

- N&o elimina a necessidade de

mao de obra para pontos de dificil
acesso;

- Eficacia do detergente néo é totalmente

compensada pela acdo mecanica.

Figura 3: Vantagens de desvantagens sistema de limpeza quimica.
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O processo de CIP é muito eficiente, porém existem alguns fatores que influenciam
em uma boa eficiéncia de limpeza, dentre elas destacamos os fatores quimicos,

operacionais, de higiene e mecanicos(BORELLI, 2008):

5.1.1Fatores Quimicos

— Detergente adequado para a aplicacéo;
— Desinfetante inadequado para a aplicacéo;

— Uso de concentragdes abaixo das especificadas pelo fabricante.

5.1.2 Fatores Operacionais

— Erro no direcionamento de fluxo;

— N&o cumprimento de tempos;

— Néo cumprimento das temperaturas;
— Limpeza manual insatisfatoria;

— Nao verificagdo de concentracoes;

5.1.3 Fatores de higiene

— Tipo e quantidade de sujidade;

— Composicéo da sujidade;

— Tipo e Concentracao do detergente;
— Temperatura de higienizagao;

— Qualidade da agua utilizada no enxague e na preparacao das solucoes.
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5.1.4 Fatores Mecéanicos

— Acabamento das superficies;

— Vazéao da bomba de avanco inadequada;
— Pressao na bomba de avanco;

— Vazéo da bomba de retorno inadequada;
— Velocidade de fluxo nas tubulacgdes;

— Bomba de retorno muito distante do tanque a ser higienizado;

A vazao da bomba de avanco requerida para criar agcAo mecanica necessaria para
realizar a higienizacdo de um tanque vertical é calculada através da relacéo
matematica existente entre a circunferéncia do tanque e nivel de sujidade do mesmo
(BORELLI. A., 2008).

QR=DT.FS
— FS (fermenter sugar)= 27 para baixas condicdes de sujidade (adega de pressao )

— FS (fermenter sugar)= 30 para meédias condicbes de sujidade (adega de

maturacao)

— FS (fermenter sugar)= 32 para altas condicbes de sujidade (adega de

fermentacao)

— FS (fermenter sugar)= 35 para altas condi¢des de sujidade limpas com acido
QR: vazao requerida.

DT: diferencial de temperatura.

OBS: 1- QR=vazéo requerida é dada em litros por minuto.

Um equipamento fundamental para uma boa eficiéncia de CIP é sistema aspersor,
ou como é chamado nas industrias spray-ball, no mercado temos varios modelos,

nas figuras 4 e 5 estao apresentados modelos de boa eficiéncia(BORELLI, 2008).
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Figura 4. modelo de spray-ball giratério.

Figura 5: modelo de spray-ballfixo

5.2 CONTROLE DURANTE A FILTRAGEM E ESTERILIZACAO DO MOSTO

O processo de esterilizacdo do mosto é a eliminacdo de micro-organismos presentes
no mosto.ApOs processo de esterilizagdo, onde no mesmo utiliza-se conceito de
autoclave mas em um processo continuo, é utilizado o conceito de presséo, tempo e

temperatura.


http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.parksanfilters.com/images/products/rotarySprayBall.jpg&imgrefurl=http://www.parksanfilters.com/rotarySprayBall.htm&h=277&w=343&sz=12&tbnid=BF7FfdQGhCuQDM:&tbnh=90&tbnw=111&prev=/search?q=spray+ball&tbm=isch&tbo=u&zoom=1&q=spray+ball&docid=3xvujWveqSHyaM&hl=pt-BR&sa=X&ei=1bqdTqKZNcKgsQLkipXlCQ&sqi=2&ved=0CFUQ9QEwBQ&dur=840
http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.flowcontrol-industries.com/images/spray_ball.jpg&imgrefurl=http://www.flowcontrol-industries.com/products2.html&h=296&w=316&sz=47&tbnid=O33LiyqEMMjruM:&tbnh=91&tbnw=97&prev=/search?q=spray+ball&tbm=isch&tbo=u&zoom=1&q=spray+ball&docid=5iLf0IFp0KdpPM&hl=pt-BR&sa=X&ei=1bqdTqKZNcKgsQLkipXlCQ&sqi=2&ved=0CFgQ9QEwBg&dur=1222
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Nos testes em que foi realizado, utilizou-se pressédo de 1,5 Bar, temperatura de
121°C aproximadamente e tempo de retencao no retardado de 60 segundos mas no

processo co ntinuo.

O processo de retencdo, em processo continuo, € simplesmente um tubo de 12” de
8 metros de altura, onde a vazéo de esterilizagdo é controlada através do calculo de

reteng&o no equipamento a temperatura e pressao especificada.

O ponto de controle € na vazdo e temperatura, 0s outros pontos sao de

monitoramento.
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6.FERMENTACAO DE PAES NO ENSINO

A fermentacado da levedura Saccharomices cerevisiae em fermentacdo de paes é um
método simples de ser explicado e entendido no ensino meédio, pois € um assunto do
dia a dia das pessoas, também muito simples de exemplificar com préaticas. Com o
intuito de uma atividade interdisciplinar € interessante levar os alunos até a cozinha
da escola e preparar pdes para as suas respectivas refeicdes, mostrando passo a
passo 0 crescimento da massa atravées da fermentacdo da levedura
(GUTKOSKI;SANTOS,2004).

A historia da panificacdo vem desde o Egito antigo, ha mais de 6000 anos a.C.,
feitos a partir de trigos selvagens secos em pedras aquecidas, misturados com agua
até formar pasta e consumidos. A partir dai foram aprimorando-se as técnicas de
panificacdo. Em2600 a.C. os padeiros descobrem que uma mistura de trigo e agua

gue néo foi cozida aumentava de volume durante a fermentacéao.

No Egito, o pao era o alimento basico da populacdo. Era amassado com os pés, e
normalmente, feito de cevada. Os pées preparados com trigo de qualidade superior
eram destinados apenas aos ricos.O segredo para a producao de paes nao esta nos
ingredientes, mas sim na bioquimica de transformacdo e na tecnologia da

panificacao.

Pode-se acrescentar outros ingredientes como farinha de outros cereais, gorduras,
emulsificantes, leite e produtos lacteos, ovos, entre outros.Fornece, de modo geral,
19% das necessidades energéticas diarias, contendo também elementos nutritivos e
energéticos, como acidos graxos, aminoacidos, elementos minerais e vitaminas (A,
B1,B2, C, D, E e K).

Deste modo esta préatica pode ser aplicada em todas as séries do ensino, em
especial aos alunos do ensino médio para que estes alunos possam sair do ensino
médio com uma noc¢do maior principalmente nas disciplinas de quimica e biologia,

onde estes ensinamentos seréo levados por todas as suas vidas.
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6.1 MATERIAS E METODOS

A metodologia a ser usada é de simples entendimento e facil execucdo pelo
professor e pelos préprios alunos. Esta metodologia € a mesma usada para a
fabricacéo de paes caseiros.

6.1.1 Materiais

1kg de farinha de trigo

1 tablete de fermento

Ylitro de agua levemente morna

1 colher de sopa de banha

1 colher de sopa de acgucar refinado

1 colher de cha de sal

6.1.2Métodos

Dissolve-se o fermento no agucar refinado. Junta-se o liquido, que deve estar quase

frio. Acrescenta-sel xicara de farinha.

Deixa-se crescer por 30 minutos num lugar tampado e sem vento (forno comum ou

de micro-ondas).

Acrescenta-se 0s outros ingredientes. Deve-se sovar muito bem e com forga. Deixar

crescer novamente até dobrar o volume.

Divide-se a massa em duas partes e faz-se os formatos. Colocar na assadeira em
gue sera assado sem untar e deixe crescer novamente. Esses paes nao ficam muito

dourados por cima, verifique por baixo, quando estiver dourado esta bom.

Desta forma os alunos poderao perceber a importancia da fermentacdo no dia a dia.



7. MATERIAS E METODOS

7.1 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E REAGENTES

- Autoclave;

- Balanga semi-analitica;

- Camara de Fluxo Laminar/Camara Bioldgica;

- Contador de Colbnias tipo "Quebec";

- Difusor Plastico;

- Incubadora;

- Estufa de secagem e esterilizag&o circulagdo mecanica;
- Banho de agua com aquecimento controlavel (banho-maria);
- Refrigerador;

- Termo-higrometro;

- Bico de Bunsen;

- Espatula estéril;

- Placa de Petri estéril;

- Pipeta graduada estéril ou Micropipetador;

- Ponteira estéril,

- Homogeneizador peristaltico

- Vértex;

- Papel aluminio, algodéo.

- Meio de cultivo MRS;

- Actidiona

- Alcool etilico 70%:
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- Diluente: Agua Peptonada 0,1%.
- Meio de cultivo Agar Lisina;
- Lactato de Potassio 50%;

- Diluentes: Agua Peptonada 0,1% ou Agua Peptonada Tamponada (BPW) ou
Tampao Fosfato pH 7,2;

- Antibiético: Cloranfenicol;
- Agua Estéril;

- LysineMedium—- OXOID

- Lysine Medium - Himédia
- Agar PCA,;

- Agar R2A,

- Agua Peptonada 0,1%;

- Alcool etilico 70%;

- Acido Lactico 10% ou Acido Latico P.A. (85-90%) C3HgO3;
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7.2 METODOS

7.2.1 Amostragem

As amostras nos pontos mencionados abaixo foram coletadas nos pontos:saida de
mosto esterilizado, entrada de ar e tanque de agua potavel. Os pontos de
amostragem foram:saida de mosto no esterilizador, Entrada de ar soprador e

Tangue de agua potavel.

7.2.1.1 Ponto de amostragem 01

Definiu-se este ponto por tratar-se da principal entrada no meio fermentativo (tanque
fermentador), em funcdo de acucares (alto teor) e devido ao fato de que o mosto
possui teor de sélidos que ndo possiveis retiradas no filtro antes da esterilizacédo e

também no hidro ciclone do esterilizador

7.2.1.2  Ponto de amostragem 02

O critério utilizado para a escolha deste ponto foi por tratar-se daprincipal entrada de
oxigénio no tanque de fermentacdo e pela validagdo do processo de

filtragem de ar (filtro Absoluto)

7.2.1.3 Ponto de amostragem 03

A 4gua de poco por sua vez contém microrganismos, portanto o método mais eficaz
de eliminacdo de microrganismos é através de cloracdo. Este ponto foi selecionado
por ser a principal entrada no tanque de fermentacdo e pela natureza da agua que

pode conter microrganismos.
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7.2.2 Anédlises

Todos os ensaios foram realizados em Camara de Fluxo Laminar e em Camara

Biologica devidamente esterilizada.

7.2.2.1Diluicbes das amostras

Foi transferido assepticamente 1mL da amostra liquida para 9 mL do diluente, isso
correspondeu & diluicdo 10" e 107 respectivamente. Prosseguiu-se de maneira
similar, transferindo-se 1 ml da diluicdo para 9 ml do diluente e assim
sucessivamente. Antes de retirar o volume a ser transferido, agitou-se
vigorosamente (15s) o tubo com o auxilio de um vértex. As diluicdes decimais foram
feitas de acordo com o nivel de contaminacdo esperada. Anotou-se o Fator de
Diluicdo (FD) para céalculo dos resultados.

7.2.2.2 Pour Plate com Sobre camada

Foram selecionadas as diluicbes adequadas da amostra e inoculadas 1,0 mL de
cada diluicdo em placas de Petri estéreis, adicionando a cada placa inoculada de 15
mL de meio de cultura MRS estéril. Adicionou-se 0 meio MRS e homogeneizou-se
suavemente com movimentos circulares em forma de oito e foi deixado solidificar a
temperatura ambiente. Apos a solidificacdo do meio de cultura adicionou-se uma
sobrecamada do mesmo meio de cultura, foi aguardado novamente a solidificacao e

incubou-se as placas de forma "invertida" em estufa a 30° C por 48 h.
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7.2.3Célculos

Apos periodo de incubacao, foram selecionadas as placas com numero de colbnias
entre 25 a 250. Com o auxilio do contador de Quebec, as colonias das placas foram
contadas. O numero de UFC (Unidade Formadora de Colbnia) por g ou mL da

amostra é igual ao numero de colbnias contadas na placa da amostra sem dilui¢ao.
Calculo: UFC/g = n° total de colbnias X FD
UFC = Unidade Formadora de Colbnias

FD = Fator de Diluicao
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 BACTERIAS LACTICAS

Os resultados do ensaio de bactérias lacticas estdo mostrados nas figuras 6, 7 e 8.

Figura 6: Contagem microbiana ap0s a esterilizagéo.

No ponto apés a esterilizacdo observou-se a ocorréncia de formagéo de coldnias de

1,4x10% UFC/mL em pequena quantidade o que indica contaminagéo, porém baixa.

Figura 7:Entrada de ar.
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No ponto de amostragem de entrada de ar, ocorreu confirmacdo da eficiéncia no
processo de filtragem, pois apoés filtragem do ar pelo filtro absoluto, ndo teve

presenca de microorganismo.

Figura 8: Entrada de agua potavel.

No ponto de amostragem de entrada de agua potavel (tanque de armazenamento),
ocorreu confirmacédo da eficiéncia no processo de cloragdo da &gua, no caso do
tratamento com hipoclorito de s6dio 12% e a cloragdo da agua de 2,00 a 2,50 ppm
de cloro livre. Assim pode-se perceber que o tratamento da agua esta sendo

eficiente.

Verificamos que a partir dos resultados obtidos, apenas um dos pontos apresentou
contaminacdo. Como ocorreu a contagem no ponto apds esterilizacdo, mesmo
sendo uma contaminacdo considerada baixa, indica que a esterilizacdo nédo foi
eficiente. Em valores de contagem o valor é baixo, mas quando esses
microorganismos estiverem no meio fermentativo, o impacto € grande devido as

variaveis de exposicao ideais para crescimento.

8.2 LEVEDURAS SELVAGENS NAO Saccharomyces

Em todos os pontos monitorados e analisados nos periodos de investigacdo nao foi
detectado presenca de levedura ndo Saccharomyces,como ilustrado nas figuras 9,
10 e 11.



Figura 9: Saida de mosto esterilizador.

Figura 10: Entrada de Ar.

Figura 11: Tanque de agua potavel.

A auséncia de bactérias ndo Saccharomyces
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8.3 BACTERIAS AEROBIAS

Em todos os pontos monitorados e analisados nos periodos de investigacdo nao foi
detectado presenca de baterias aerdbias, 0 que pode ser verificado nas figuras 12,
13 e 14.

Figura 12: Saida de mosto esterilizador.

Figura 13: Entrada de ar tanque de fermentacdo.



Figura 14: Tanque de agua potavel.
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9. CONCLUSAO

Observando os resultados nas analises de bactérias lacticas, leveduras selvagens e
bactérias aerdbios, constatou-se como principal entrada de contaminantes no
fermentador, a amostra coletada na saida do esterilizador de mosto, aonde a mesma
veio a apresentar alto indice de contagem de 140 coldnias de bactérias lacticas na

placa.

Nos demais pontos amostrados, entrada de ar e entrada de agua nao foram
evidenciados entrada de contaminantes, também no mosto ndo foi encontrado

presenca de leveduras selvagens e também bactérias aerébios.
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