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RESUMO

Os processos industriais de alimentos, quando n&do controlados corretamente, podem
conter diversos tipos de micro-organismos, inclusive na agua, ocasionando algum tipo de
doenca ou adversidade nas pessoas que consomem esses produtos. O processo de
formacédo de esporos ou enddsporos, conhecido como esporulacdo, ocorre quando as
bactérias sdo expostas a condigBes desfavoraveis no meio em que elas estdo, criando
assim uma resisténcia/protecdo em volta da bactéria. Sdo do género Bacillus e
Clostridium os principais formadores de esporos. Na fase vegetativa séo bactérias
patdgenas a salude humana, mas na fase esporulada ndo sdo consideradas patégenas,
porém a quantidade de bactérias esporuladas no meio aumenta o nimero de bactérias
totais nas andlises, fazendo com que o produto ultrapasse o limite de especificacédo
técnica, trazendo prejuizos a industria. O presente trabalho teve por objetivo, identificar os
fatores que propiciam a esporulacdo das bactérias e a quantificacdo de esporos
bacterianos no processo industrial de reproducdo de levedura. Realizamos coleta com
swab na superficie dos equipamentos antes e aplds a realizagdo do processo de
higienizagdo CIP, constituindo-se de andlises microbiolégicas de Bacillus Cereus,
Clostridio Sulfito Redutor e Esporos, identificando a presenga de micro-organismos
indesejados no procedimento. Através dos resultados obtidos observamos que a
presenca de células vegetativas e células esporuladas apés o processo CIP foram nulas,
comprovando a eficiéncia do processo de higienizacdo. Porém a contagem de células
esporuladas no creme de levedura, no creme pré-fermentacdo e no creme apos producao
de biomassa se deu presente, podendo estar associados a contaminacdo de insumos
adicionados no processo. Os padrbes industriais para células vegetativas sdo <=10
ufc/mL e para células esporuladas <=250/10mL, no entanto, os valores encontrados nao
sao significativos, sendo considerados conformes aos padrdes industriais de acordo com
a ANVISA.

Palavras-chave: Esporos; Clean in place, levedura



ABSTRACT

Industrial food processes, when not properly controlled, may contain various types of
microorganisms, including water, causing some kind of disease or adversity in the people
who consume those products. The process of spore or endospore formation, known as
sporulation, occurs when bacteria are exposed to unfavorable conditions in the
environment they are, thus creating resistance / protection around the bacteria. Bacillus
and Clostridium are the main spore formers. In the vegetative stage are bacteria
pathogenic to human health, but in the spore phase are not considered pathogenic, but the
amount of bacteria sporulated in the medium increases the number of total bacteria in the
analyzes, causing the product to exceed the limit of technical specification, causing
damages Industry. The objective of the present work was to identify the factors that favor
the sporulation of bacteria and the quantification of bacterial spores in the industrial
process of breeding of yeast. We performed swab collection on the surface of the
equipment before and after the CIP sanitization process. Microbiological analyzes of
Bacillus Cereus, Clostridium Reducing Sulfite and Spores, identifying the presence of
undesired microorganisms in the procedure. Through the obtained results we observed
that the presence of vegetative cells and cells sporulated after the CIP process were null,
proving the efficiency of the hygienization process. However, the count of sporulated cells
in the yeast cream, the pre-fermentation cream and the cream after the production of
biomass was present, and may be associated to the contamination of inputs added in the
process. The industrial standards for vegetative cells are <=10 cfu /mL and for sporulated
cells <= 250 /10mL, however, the values found are not significant and are considered to

conform to industrial standards ANVISA.

Keywords: Spores; Clean in place, yeast
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1. INTRODUCAO

Podemos ter diversos tipos de micro-organismos em alimentos industrializados, inclusive
na agua, que causam algum tipo de doenca ou adversidade nas pessoas que 0S
consomem. Através de fezes de animais, por pessoas assintométicas ou ma condi¢do de
higiene nas superficies dos equipamentos ou no interior destes, os alimentos podem ser
contaminados por bactérias patdégenas para o homem podendo assim trazer um perigo a

salde publica, devido ao crescimento excessivo dos patdgenos (CREDIDIO, 2012).

Sdo chamados de deteriorantes 0s micro-organismos que causam através da
deterioracdo microbiana, alteracdes quimicas prejudiciais nos alimentos, alterando assim
a cor, odor, sabor e aspecto, eles utilizam os alimentos como fonte de energia para
sobreviver. Bactérias, bolores e fungos sdo os principais agentes deteriorantes dos
alimentos (GERMANO & GERMANO, 2008).

Quando expostas a condicGes desfavoraveis no meio em que elas estdo, determinados
tipos de bactérias sdo capazes de criar uma resisténcia chamada de esporos ou
enddsporos, conhecido como esporulacdo. Criados em volta da bactéria, esses esporos
sdo formados devidos a habilidade que as bactérias tém de criar uma prote¢do em volta
da célula que a protege do meio desfavoravel. Estas, ndo se reproduzem na forma
esporulada, quando o meio em que estdo, torna-se favoravel, as bactérias saem desta
fase e retornam a forma vegetativa, dando origem a novas bactérias (CARDOSO et al.,
2004).

Sao dos géneros Bacillus e Clostridium os principais formadores de esporos. Na fase
vegetativa sdo bactérias patdgenas a saude humana, na fase esporulada ndo séo
consideradas patégenas, mas a quantidade de bactérias esporulada aumenta o nimero
de contagem de bactérias totais, fazendo com que o produto ultrapasse o limite
estabelecido na especificacdo técnica, trazendo prejuizos a industria (GALLO et al.,
1988).

Desta forma, fica evidente que a higiene e os padrdes de limpeza das industrias devem
ser seguidos para evitar possiveis contaminacdes ao produto, assim as condigcbes e
fatores que influenciam na esporulacdo das bactérias devem ser conhecidas e

controladas.
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O presente trabalho tem por objetivo, identificar os fatores que propiciam a esporulacéo
das bactérias e a quantificacdo de esporos bacterianos no processo industrial de
reproducéo de levedura.
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2. ALIMENTOS INDUSTRIALIZADOS

Devido a Revolucdo Industrial, que iniciou na Inglaterra em meados do século XVIII,
surgiram as Industrias de alimentos, expandindo-se para o mundo a partir do século XIX.
Houve uma ampliacdo no mercado agroalimentar, devido a agricultura passar por um
processo de transformacdo (HERNANDEZ, 2005).

A migracdo do homem rural para a cidade gerou uma diminuicdo no consumo de
alimentos rurais e houve mudanca na alimentacdo, gerando uma maior oferta de
alimentos industrializados (BOTELHO, 2006).

2.1 TIPOS DE SUPERFICIES

Nas industrias, os alimentos processados entrardo em contato com equipamentos que,
devem ter superficies, ndo toxicas, resistentes a corrosdo e mecanicamente estaveis.
Além de n&o influenciar nas caracteristicas do produto, como cores, odores nem
contaminantes (DUTRA; ALLES; MARIOT, 2008).

Nas industrias de alimentos o ago inox € o mais utilizado (figura 1), por ser de facil
limpeza e resisténcia a altas temperaturas (BERNARDES et al., 2012)
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Figura 1: Tanque de aco inox utilizado para reproducéo de levedura (In: Acervo pessoal, imagem empresa
Zilor — Quata/SP).
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3. HIGIENIZACAO

Para manter a qualidade microbiolégica dos alimentos manipulados, a higienizacdo nas
industrias alimentares auxilia na obtencdo de produtos que, além das qualidades
nutricionais e sensoriais, apresentam também uma boa qualidade higiénica-sanitaria e
garantem menor risco para a saude do consumidor. Para garantir a qualidade
microbiolégica dos alimentos, a higiene pessoal €, de extrema importancia dado que
todas as pessoas, mesmo as saudaveis, sdo portadoras naturais de uma grande
variedade de micro-organismos, 0s quais podem ser transferidos para os alimentos
(BENTO et al., 2008).

Nas industrias de alimentos o processo de higienizacao se insere junto a Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e a Analise de Pontos Criticos de Controle (APCC), tendo objetivo

principal a obtencéo de produtos seguros para a populacdo humana (ANDRADE 2008).

Se os alimentos ndo forem tratados da maneira adequada, 0S micro-organismos
permanecem e se multiplicam, aumentando o risco de contaminagdo do produto. Assim,
os equipamentos devem ser devidamente higienizados para ndo contaminar os alimentos
(RIBAS, 2008).

3.1 LIMPEZA

As etapas de limpeza e sanitizacdo das superficies de equipamentos e utensilios &
chamada higienizacdo. O sistema CIP - Clean In Place (limpeza no lugar) é realizado em
equipamentos fechados onde ndo ha necessidade de desmonta-los, este procedimento &
constituido por limpeza e sanitizacdo. A limpeza tem como objetivo principal remover
residuos organicos e inorganicos aderidos na superficie dos equipamentos, constituidos
principalmente por carboidratos, proteinas, gorduras e sais minerais. J4 a sanitizacao

engloba a eliminacdo de micro-organismos (ANDRADE 2008).

As moléculas constituintes dos alimentos (proteinas, carboidratos, gordura e sais
minerais), sdo essenciais para o0 desenvolvimento dos micro-organismos. Assim 0s

residuos que permanecem nas superficies dos equipamentos onde se processam 0S
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alimentos, fornecem um meio para proliferacdo destes (ATHAYDE, 1998 e MARRIOT,
1999).

3.2 SISTEMA CIP (CLEAN IN PLACE)

O uso do sistema CIP (Clean in Place), que é um sistema automatico onde o0s
equipamentos e tubulacbes sao higienizados sem a desmontagem, € frequente nas
industrias de alimentos. O sistema CIP normalmente é constituido das seguintes etapas:
pré-enxague com agua a uma temperatura de 38°C a 46°C para remocao de residuos
grosseiros, seguido pela circulacdo de solucéo alcalina (NaOH) a uma temperatura de
80°C, enxague com agua para remocao do alcalino, circulacéo de solucéo acida (HNOzou
H3PO,4) a uma temperatura de 70°C, e um novo enxague (ANDRADE 2008). A figura 2
mostra o esquema CIP.

pasteurizing
system / filler
buffer tank /

Figura 2: Esquema do sistema CIP - Clean in Place (In: http://www.mangtech.com.br/#!clean-in-
place/gmlcv).
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4. MICRO-ORGANISMOS

Diversos tipos de micro-organismos sejam eles bactérias, bolores, virus ou protozoarios
podem causar doencas de origem alimentar. As doencgas transmitidas por alimentos estao
bastante associadas as bactérias. Estes alimentos podem ser contaminados por bactérias
patogénicas ao homem através de deficientes condicbes de higiene em seu
processamento (FERREIRA et al., 2011).

Figura 3: Imagens de micro-organismos estudados em microbiologia, 1-Virus, 2-bactérias, 3-fungos e
4-algas (In: NASCIMENTO, 2010).

4.1 BACTERIAS

Bactérias sdo organismos unicelulares procariontes, encontradas em formas isoladas ou
coloniais. Possuem estrutura celular simples e podem variar de tamanhos. As formas e
tamanho das bactérias podem variar de 0,1 a até 1,0 um, sendo o tamanho médio em
torno de 1,0 um. As bactérias que ndo possuem esporos sao chamadas vegetativas,
porém, grande parte das bactérias possui esporos (RIBEIRO & SOAREZ; 2000;
MADIGAN; MARTINKO; PARKER; 2004).

As formas das bactérias podem ser classificadas em trés grupos, cocos esféricos, bacilos
e em espiral, sendo que podem ainda apresentar algumas variacdes como apresentado
na figura 4 (CABEEN; JACOBS-WAGNER; 2005).
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Figura 4: Morfologia bacteriana: 1-cocos, 2-bacilos, 3-virgula, 4-espirilo, 5-espiroqueta, 6-cocobacilos, 7-
estrela, 8-quadrada (In: TORTORA, FUNKE, CASE, 2003).

4.2 PATOGENICIDADE

E chamada patogénica quando uma bactéria tem capacidade de causar doenca. Os
patdgenos podem infectar o corpo humano ou de outro hospedeiro quando ha portas de
entrada. Destacam-se as membranas mucosas, a pele e deposicao direta sob a pele e as
membranas (TORTORA; FUNKE; CASE; 2005).

Podemos diferenciar os micro-organismos patogénicos de outros da mesma espécie, pois
estes apresentam sintomas anormais no corpo hospedeiro, assim definindo o estado da
doenca. Os fatores de viruléncia ajudam a bactéria a melhorar sua capacidade de
infecgdo, podendo destacar os mais importantes fatores de viruléncia como as adesinas,
as toxinas e as invasinas (TRABULSI et al., 2005; VIEIRA; 2009).
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5. ESPOROS BACTERIANOS

As bactérias que resistentes aos processos térmicos e as acdes de alguns componentes
guimicos sao as termo resistentes. Espécies com estruturas chamadas esporos, séo

capazes de resistir a altas temperaturas (TOURNAS, 1994).

Os esporos se mantém em estado de dorméncia, com baixa atividade metabdlica. A
germinacao é definida como o processo pelo qual o esporo (ou ascésporo) € passado de
um estagio de dorméncia para um estado de alta atividade metabdlica. Entretanto, o
crescimento do micro-organismo na forma de célula vegetativa apdés a germinacdo do
esporo depende do meio (MIORELLI, 2009).

A esporulacdo esta associada a sintese de Acido Dipicolinico (DPA). Este acido confere
aos esporos resisténcia ao calor, a desidratacdo e acdo de desinfetantes, estabilizando as
macromoléculas (MIORELLI, 2009; HABERBECK, 2011; ZIMMERMANN, 2012). A figura

5 mostra as etapas de formacao de esporos.

Estagio 0 Estagio VIl
—~~ Parede Exosporio =
Célula ~— Membrana - ( ” )
vegetativa / citoplasmatica Lise celular o Nideo D
~— DNA liberagéo do Exp000 e
I
0 ONAse pon |
toma mais Estégio VI
Estdgio | denso. -
Maturagéo
(desenvolvimento da
- 1esisléncia ao calor e aos
f agentes quimicos)
Camadas —
. corticais
Esporo em desenvolvimento Estagio V
Estagioll - Incorporagdo do Ca?*; o
maior desidratagdo,
producdo de PPASs e
dcido dipicolinico;
formagdo das camadas
O sopto do da capa
esporo cresce  Membrana —
ao redor do externado | Estdgio IV
Estaglo protoplasto @8poro | — Nick % 9
ucieo Desidratagio

(engolfamento)

g

Membrana Aparecimento do exosporio; Le
: = EX0Speno
z°"“:¢9° interna do formagdo do cortex primordial | o
s esporo entre as duas membranas Cortex primordial

£5poro.

Figura 5: Etapas da formagé&o de esporos (In: MADIGAN, MARTINKO, PARKER 2004).
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A estrutura do esporo é formada pelo contetudo nuclear, algumas proteinas e o calcio que
ao se ligar ao &cido dipicolinico produz o cerne (parte interna inatingida), que €é revestido
por uma membrana interna, dupla camada de peptideoglicano (cértex) e uma capa
externa de proteina semelhante a queratina. A reativacdo do esporo ocorre pela ruptura
da capa externa (estagio V e VI da figura 5), através de acdo mecanica, calor ou outro
fator estimulador, em presenca de agua e nutrientes. O dipicolinato de célcio é degradado
e a célula vegetativa se reconstitui, voltando ao metabolismo normal com a entrada de
agua e nutrientes (MADIGAN, MARTINKO, PARKER; 2004).

Os esporos bacterianos podem resistir aos agentes quimicos usados no procedimento de
higienizacdo. Esses esporos, muitas vezes, alteram o produto ou dao origem as doencas
alimentares, ocasionando riscos a saude do consumidor. Os micro-organismos
esporulantes estdo amplamente disseminados no ar, agua, matéria prima, ingredientes,
manipuladores e, consequentemente, nas superficies de equipamentos e utensilios de
linhas de processamento (CAETANO; MADALENO, 2011).

5.1 ESPOROS TERMOFILOS E MESOFILOS AEROBIOS

Na industria de processamento, em qualquer ponto onde existam condi¢cbes apropriadas,
servira como ponto para populagédo de esporos, sendo dificeis de serem destruidos nos
alimentos (FERMENTEC, 2006).

Os esporos mesdfilos se encontram em temperaturas abaixo de 30°C e 0S esporos
terméfilos acima de temperaturas de 40°C. As diferencas entre as membranas de esporos
termofilos e de esporos mesdfilos consistem, principalmente, na substituicdo de acidos
graxos insaturados por acidos graxos saturados, de modo que a membrana adquira um
equilibrio entre densidade e fluidez, necessario para a manutencdo de sua integridade

fisica e funcional em temperaturas elevadas (GOMES, 2007).

Na natureza, os organismos termofilos desenvolvem-se em processos de compostagem
durante a fase de altas temperaturas (acima de 40°C) (GOMES, 2007). Esse aumento de
temperatura inibe o crescimento dos mesdfilos e estimula a germinacdo dos esporos e/ou

endosporos das bactérias termofilas, ou seja, esporos mesofilos se encontram em
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temperaturas ambientes de 10 a 30°C e esporos terméfilos em temperaturas de 40 a 70°C
(ANTUNES&OLIVEIRA 1986).

A formacgdo do esporo bacteriano, com o abandono do ciclo de crescimento e divisdo
celular, € manter a vida microbiana. O esporo € extremamente resistente as agressoes de
natureza fisica e quimica, que sdo danosas as células vegetativas microbianas, por
armazenar em seu interior uma copia integra do cromossomo bacteriano, e torna-se
capaz de originar uma nova célula vegetativa quando as condi¢des se tornam favoraveis
novamente (REAL & HENRIQUES, 2001; MADIGAN, MARTINKO, PARKER; 2004).

5.2 ESPOROS MESOFILOS ANAEROBIOS

Os esporos mesofilos anaerdbios sdo derivados principalmente do solo, dai sua ampla
ocorréncia no leite, nos vegetais e em outros alimentos. A temperatura Gtima para
desenvolvimento dos mesofilos anaerdbios é em torno de 37°C, muitos se desenvolvem-
se a 20°C ou menos (GONCALVES, 1992).

5.3 ESPOROS “FLAT-SOUR”

Os esporos “flat sour” produzidos pelas bactérias Bacillus coagulans e Bacillus
stearothermophilus caracterizam-se pela producdo de acidos a partir de agucares, sem
gue haja formacdo de gases, isto resulta numa queda acentuada no pH do produto
(GONCALVES, 1992).

5.4 ESPOROS TERMOFILOS ANAEROBIOS NAO PRODUTORES DE H,S

Esporos termdfilos anaerobios séo capazes de se desenvolver entre temperaturas de 33 a
70°C, apresentam metabolismo semelhante ao Bacillus coagulans com fermentacdo de

acucares e nao produzem gases (GONCALVES, 1992).
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55 ESPOROS TERMOFILOS ANAEROBIOS PRODUTORES DE H,S

Nos produtores de gas, a bactéria responséavel é D. nigrificans, apresenta atividade sobre
aminoacidos sulfurados, resultando na formacdo de H,S (gas sulfidrico). Os esporos
desta bactéria sdo menos termorresistentes quando comparados a outros esporos, sendo
mais facilmente destruidos (GONCALVES, 1992).
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6. FERMENTACAO

A “fermentacado” pode apresentar varios significados dependendo do setor que a utiliza.
De modo geral, fermentacdo significa qualquer processo de cultivo microbiologico que
ocorre com ou sem presenca de oxigénio. Bioguimicamente, € o processo metabdlico
onde o substrato organico atua como doador e como receptor final de elétrons, ocorrendo
em condicbes anaerbbias, mas sem a utilizacdo de uma cadeia respiratéria, como
acontece na respiracdo anaerobia (TORTORA FUNKE & CASE, 2006).

6.1 TIPOS DE FERMENTACAO

O iogurte € produzido pela famosa fermentacgéo latica, na qual as bactérias, denominadas
de lactobacilos, produzem &cido latico. O péo e cerveja sao produzidos pela fermentagéo
alcoolica, onde a fermentacdo € realizada por fungos (anaerébicos facultativos), que
produzem no final alcool. O vinagre € produzido pela fermentacdo acética, que consiste
numa reacdo quimica, onde ocorre a oxidacao parcial do alcool etilico, obtendo o acido
acético, as bactérias que realizam esse processo sdo as acetobactérias. Os tipos de

fermentacdo sdo mostrados na tabela 1 (WARD, 1991).

Tipo de Fermentacéo Produto Final Exemplos
Alcodlica Alcool etilico (etanol) Leveduras: fabricacédo de vinho, pdo e
cerveja.
Lactica Acido Lactico Bactérias: fabricacdo do iogurte.
Acética Acido acético Bactérias: fabricac@o do vinagre (a partir do
vinho)
Butirica Acido butirico Bactérias: Alteram a manteiga

Tabela 1: Tipos de fermentagéo e alimentos produzidos.


http://www.infoescola.com/biologia/fermentacao/
http://www.infoescola.com/quimica/acido-latico/
http://www.infoescola.com/biologia/reino-fungi-fungos-cogumelos/
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7. LEVEDURA

Pertencem ao reino dos fungos, s&8o organismos eucarioticos, unicelulares, néo
filamentosos e de forma oval que assim como as bactérias, a identificacdo de leveduras

pode ser feita por testes de crescimento (TORTORA, 2006).

Sao mesdfilos, com temperatura 6tima de crescimento em aproximadamente 25 a 35°C, e
com pH 6timo por volta de 4 a 5. A manutencdo dessas condi¢des evita a contaminacgao

do cultivo por outros micro-organismos (LIMA et al., 2001).

Leveduras como Saccharomyces cerevisiae sao utilizadas em varios processos, como a
producdo de fermento de pdo, extrato de levedura, cerveja, aditivos alimenticios
(vitaminas, proteinas, enzimas), proteinas heter6logas e produtos de interesse
farmacéutico através da manipulacdo de novas vias metabdlicas e do aumento da
producdo com a engenharia genética, uma vez que o genoma de leveduras ja foi
inteiramente sequenciado (BADOTTI et al., 2008).

7

Nas bebidas alcodlicas produzidas pelo processo de fermentacdo, como € o caso da
cerveja, do rum e uisque, a levedura converte o agucar em alcool e também pode
contribuir na formacdo de constituintes secundéarios responsaveis pelo sabor (WARD,
1991).

7.1 REPRODUCAO DA LEVEDURA

Existem duas formas de reproducao das leveduras, sexuada e assexuada. A forma mais
comum de reproducdo da levedura alcodlica é a assexuada, realizada por gemulacdo ou
brotamento. Esse tipo de reproducéo ocorre com o surgimento de uma protuberéancia na
parede da célula-mae que aumenta de tamanho com o decorrer do tempo, até atingir o
tamanho semelhante a célula original. Em seguida, a parede de ambas as células (mae e
filha) se fecham, formando uma dupla camada, completando assim, o brotamento. Neste
caso, surgira uma cicatriz permanente na célula mae e neste local ndo havera mais
brotamento (STECKELBERG, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fermenta%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcool_et%C3%ADlico
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Para que a variabilidade genética ocorra, a levedura utiliza a reproducdo sexuada. A
producéo deste tipo de esporo se faz por meio de meiose (processo redutor e formador de
gametas), ou seja, ha a formacédo de individuos com metade da informacdo génica (n —
haploide) que, futuramente, irdo se fundir novamente, formando um novo individuo com a
carga génica completa (2n — diploide) (STECKELBERG, 2011).

A capacidade de sobreviver em condi¢cdes anaerdbias dos micro-organismos tem seu
preco. A geracdo de energia por via anaerdbia € 19 vezes menos eficiente na formacéo
de moléculas de ATP quando comparada a via metabdlica aerObica, pois, nas
fermentacdes para obtencédo de etanol, a levedura gera apenas 2 ATP por molécula de
glicose enquanto que, na presenca de oxigénio, o saldo final de ATP é de 38 por molécula
de glicose (BASSO, 2007).

Figura 6: Levedura Saccharomyces em fase de Brotamento
(In: http://florabrasilienses.blogspot.com.br/2009/05/0-reino-fungi.html).
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8. PROCESSO DE CULTURA DE LEVEDURA

O processo industrial analisado foi um processo de fermentacdo, que tem o objetivo de
producdo de biomassa, ou seja, multiplicagdo da levedura. Este processo € iniciado em
um tanque de mel (melaco industrial de acUcar invertido) que juntamente com agua é
produzida uma solucdo chamada mosto, liquido agucarado que alimentara a levedura e
resultara em sua multiplicacéo (INSTRUCAO DE TRABALHO 168, 2016).

Em seguida, este mosto € submetido a um processo de esterilizagdo, variando a
temperatura entre 120°C e 130°C para eliminar todo e qualquer tipo de micro-organismo
na solucéo, evitando a contaminacao da fermentacdo. O mosto esterilizado é armazenado
em um tanque e sera destinado a alimentacéo da levedura (INSTRUCAO DE TRABALHO
168, 2016).

Posteriormente em um tanque chamado pré-fermentador, da-se inicio a inoculacdo da
levedura, que apés 18 ou 20 horas, uma concentracdo maior de células vivas
desenvolvidas nesse periodo € enviada a um tanque maior onde € realizado 0 processo
de fermentacao (fermentador). Esta fermentacdo é realizada aerobiamente para facilitar e
ajudar na sua multiplicacéio (INSTRUCAO DE TRABALHO 168, 2016).

Depois de cessada a multiplicacdo (em torno de 50 h), esta levedura é passada por um
processo de centrifugacdo, onde é lavada até chegar a uma cor especifica da producao e
assim ser concentrada a uma populacdo maior de levedura. A levedura concentrada é
conhecida industrialmente como “creme de levedura” que apds sua obtencdo €
armazenado em tanques refrigerados para manter suas caracteristicas de cor e sabor e
ainda inibir a contaminag&o microbioldgica INSTRUCAO DE TRABALHO 168, 2016).

A figura 7, mostra o fluxograma do processo, baseado na producéo industrial da empresa

Zilor — Energia e Alimentos.
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Figura 7: Fluxograma do processo de Reproduc¢éo de levedura.

8.1 INFLUENCIA DO CALOR

A liberacdo de calor é uma propriedade geral do crescimento de micro-organismos
independentemente da natureza da fonte de carbono, ou se o processo € aerdbico ou
anaerobico (LUONG et al., 1983).

Nos processos de fermentacdo € necessario controle que, geralmente abrange medidas
de quantidades fisicas e quimicas. Os indicadores da populacdo de micro-organismos e
outros parametros ligados ao crescimento de células séo indispensaveis para o controle
de processo de fermentacdo (VOLPE & SILVA FILHO, 1995).

A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura mesofilica (20 — 40°C) utilizada em muitos
processos industriais, fabricacdo de bebidas alcéolica, biomassa (panificagcdo e
alimentos). A temperatura influéncia fisica e quimicamente no processo de reproducédo da
levedura exercendo um efeito em todos os aspectos de crescimento, metabolismos,
viabilidade e fermentacéo (TORIJA et al., 2003).



32

9. FABRICACAO DE PAO E CONTEXTUALIZACAO NO ENSINO MEDIO

No ensino médio a disciplina de quimica tem dado relevancia a abordagem de conceitos
guimicos isolados dos demais saberes das outras ciéncias da natureza, humanas e
outros. As dificuldades de aprendizagem dos conteludos e, consequente rejeicdo da
guimica pelos alunos, é devido a isolamentos de conceitos, dificultando assim o processo
de ensino-aprendizagem. Vérias discussdes sobre o aprendizado interdisciplinar € tema
de congressos de educacdo, documentos oficiais etc. um ensino de quimica
interdisciplinar promove uma aprendizagem ativa e significativa (SA & SILVA, 2008)
Percebe-se que muitas vezes no ensino da quimica, o aluno ndo consegue aprender, ndo
associam o item estudado com seu cotidiano e se desinteressam pelo tema (NUNES E
ADORNI, 2010).

Para relacionar conteido com realidade o professor nem sempre esta preparado, o Unico
recurso utilizado na sala de aula na maioria das vezes sdo os livros didaticos e o
professor deve evitar utilizar apenas este recurso em sala (LOBATO, 2007).

E importante o ensino da quimica no cotidiano para que o aluno faca essa relagdo do
cotidiano com a disciplina. Relacionar as demais ciéncias, seu carater interdisciplinar, que
deve existir e precisa fazer parte do ensino da Quimica. O quanto apresenta carater
experimental, sendo necessario para interpretacdo da mesma utilizacdo e aplicacao do
método cientifico, que a quimica em suas diversas areas de atuacdo apresenta carater
puro e aplicado. Precisa-se ter aulas teoricas e préticas, para que 0s alunos possam
compreendé-la, e formar uma opinido acerca da Ciéncia Quimica na sociedade (NUNES e
ADORNI, 2010).

Existe a necessidade de falar em educacdo quimica, para que estes alunos possam
perceber a importancia da quimica, numa sociedade avancada no sentido tecnolégico
(TREVISAN E MARTINS, 2006).
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O preparo do pao envolve reacdes e modificagbes visuais no produto que podem ser
utilizadas como ferramenta didatica pelos professores na alfabetizagdo cientifica dos
alunos, revelando que a quimica esta verdadeiramente inserida em seu cotidiano,
inclusive nos alimentos (FOGACA, 2016).

Na producdo de pées, os principais ingredientes sdo os grupos essenciais (farinha de
trigo, fermento biologico, agua e sal) e os ndo essenciais (aclcar, gordura, leite e outros)
(CANELLA-RAWLS, 2005).

A funcao principal do fermento biologico € iniciar a fermentacdo dos acucares na mistura,
liberando gas carbodnico (CO,), responsavel pela formacdo dos poros internos e pelo
crescimento da massa (FOGACA, 2016).

Os conceitos de quimica que podem ser abordados com essa pratica sao:
e Reacédo da fermentacao
e Liberacao de gases
e Producéo de alcool

e Diferenca entre fermento quimico e fermento bioldgico

9.1 MATERIAIS

e Farinha de trigo

e AcUcar

e Agua

e Fermento Biolégico
e Fermento Quimico

e Béquer ou copo

e Colher

e Filme plastico (PVC)
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9.2 METODOLOGIA

Preparar trés massas de paes e coloca-las em recipientes separados e cobertos com

filme plastico (PVC), de acordo com o esquema descrito:

1- 1 colher (de café) de acucar + 1 colher (de café) de fermento quimico + 13 colheres

(de sopa) de farinha + 1/4 de copo de 4gua;
2- 1 colher (de café) de acucar + 13 colheres (de sopa) de farinha + 1/4 de copo de agua;

3- 1colher (de café) de agucar + Y4 de tablete de fermento biologico dissolvido

separadamente em ¥ de copo de agua morna + 13 colheres (de sopa) de farinha.

Apés 30 minutos, os alunos observardo que somente a massa do recipiente 3 cresceu,

isso porque ela foi a Unica que continha fermento biolégico.

m’ ='
TEE—
]
1 2 3
Fermento Sem Fermento
quimico fermento biologico

— N

Figura 8: Demonstracdo do experimento sobre fermentacéo (In: FOGACA, 2016).



35

10. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais serao realizados nos laboratérios de analises quimicas e
microbiologicas da empresa Zilor — Energia e Alimentos, situada na cidade de Quaté/SP,
tendo em vista a coleta de amostras e monitoramento do processo de reproducao de

leveduras.

10.1 MATERIAIS

10.1.1 Equipamentos

e Termbmetro

e PHmetro — (marca METTLER TOLEDO) (modelo MP220)

e Capela para plagueamento de fluxo laminar — (marca VECO) (modelo FUH-12)
e Estufa — (marca MARCONI) (modelo MA032/3)

e Microscopio — (marca NIKON) (modelo ECLIPSE E200)

e Contador Quebec — (marca PHOENIX) (modelo CP-600

e Alca Drigalski

10.2 MEIOS DE CULTIVO

— MYP - Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar;
— MYP Agar Bacillus cereus - 20 ml PL90X15;
— Cycloheximide 1% (Actidiona 1%),

— Agar sangue de carneiro — Placa Pronta — codigos: 711 (Newprov) ou 540159

(Laborclin);

— Cycloheximide (Actidiona);
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— ISA - Iron Sulfite Agar;

— TSC - Triptose Sulfito Agar Base;
- Meio de Cultivo Caldo de Figado;
— Agar Selo 2%;

— AN - Agar Nutriente;

— BHI - Brain Heart Infusion Agar;

10.3 EQUIPAMENTOS ANALISADOS

Foram analisados a superficies dos tanques através de swabs, nos tanques de
pré-fermentacdo e fermentacao localizados no setor de producdo de Cultura Pura

da empresa Zillor, localizada na cidade de Quata/SP.

e Tanque de Pré-Fermentacao

e Tanque de Fermentacao

10.4 REAGENTES

— Tampao Fosfato pH 7,2

— Agua Salina Peptonada;

10.5 CREME DE LEVEDURA

O creme de levedura analisado foi coletado apds o processo de pré-fermentagéo (entrada
do fermentador), no qual obteve um aumento na populacdo e concentracao de levedura
para dar inicio ao processo de fermentagdo. Também foi analisado o creme apos o

processo de fermentacao, coletado na saida do fermentador (producdo de biomassa).



37

10.6 METODOS

Foi realizada coleta com swab na superficie dos equipamentos antes e apés a realizacao
do processo de higienizacdo CIP. Sendo realizadas analises microbiolégicas de Bacillus
Cereus, Clostridium Sulfito Redutor e Esporos, buscando quantificar a presenca de micro-
organismos indesejados no procedimento e assim identificar a eficiéncia da limpeza e

higienizacdo dos equipamentos no processo produtivo.

As andlises foram repetidas em coletas de trés lotes sequenciais para obtencdo de

resultados mais precisos.

Para o creme de levedura foi realizada as andlises fisico-quimicas (pH, temperatura e
tempo de armazenamento do creme) e também as andlises microbioldgicas de Bacillus

Cereus, Clostridio Sulfito Redutor e Esporos.

Todas as analises foram realizadas antes e apds adi¢do de nutrientes e insumos.

10.6.1 Amostragem

Para amostragem do creme de levedura, foi utilizada a metodologia de SILVA et al,,
(2010), onde descreve que devemos limpar o local com detergente neutro diluido 1:4; e
esfregar com escovinha, desinfetar o ponto de retirada da amostra (torneira, valvula) com
alcool etilico 70%, abriu-se a valvula de coleta, purgou-se a linha, e manteve um fluxo
minimo de liquido em escoamento por aproximadamente 30 segundos, abriu rapidamente
a embalagem/frasco estéril de amostragem ndo deixar que a tampa tocar qualquer
superficie, ndo tocou-se no bocal do frasco. Amostrou-se rapidamente o volume ideal de
amostra, fechou a embalagem/frasco apés a amostragem e fechou-se imediatamente a
valvula do ponto de coleta. Lavou-se novamente o ponto de coleta com detergente neutro
diluido, e desinfetou-se com alcool 70%. Para amostragem das superficies, preparou-se
tubos e frascos contendo 25 ml do diluente adequado (agua peptonada 0,1% ou agua
peptonada tamponada modificada). Abriu-se a embalagem contendo a esponja estéril e
adicionou uma quantidade de diluente suficiente para molhar a esponja, sem excesso de
fluido visivel. Segurou-se a embalagem pelo lado de fora, massageou-se a esponja para

umedecer uniformemente. Lavou-se bem as maos, colocou-se luvas estéreis, retirou-se a
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esponja da embalagem e aplicou a esponja. Apos a aplicacéo, colocou-se a esponja de
volta na embalagem e adicionou o restante do diluente, completando os 25 ml. A figura 9

mostra como aplicar o swab ou esponja.

Figura 9: Demonstracao de coleta por swab ou esponja (In: Acervo Pessoal).

10.7 ANALISE DO CREME DE LEVEDURA

10.7.1 pH

Transferiu-se a amostra para um béquer de 100mL e, ajustou-se a sua temperatura para
a mesma temperatura que foram ajustados os padrdes, lavou-se o eletrodo 2 a 3 vezes
com agua deionizada e enxugou-se levemente com papel macio e absorvente. Mergulhou
o eletrodo limpo na amostra e procedeu com a leitura diretamente no pHmetro. Anotou-se
a leitura (L) e a temperatura (T). O pH estava de acordo com os valores estipulados em

variaveis de processo que determinam uma valor de 4,0 a 6,0%.

10.7.2 Temperatura

Durante o processo de pré-fermentacdo e reproducdo de levedura a temperatura nos
tanques de processo deve-se manter de 30 a 34°C de acordo com valores estipulados em
variaveis de processo. Esta temperatura é atingida através da troca de calor entre o
creme de levedura e agua potavel através de trocadores de calor em placas. A
temperatura foi medida através de transmissores de temperatura (PT-100), que se
encontram instalados nos tanques, trabalham de acordo com o valor inserido no set point

e enviam sinal ao supervisoério de hora em hora.
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10.7.3 Armazenamento do creme

O creme armazenado em processo atendeu as especificacdes definidas em variaveis de
processo para conformidade da producédo industrial, durante o processo de pré-
fermentacdo. O tempo estipulado para atingir a concentracéo ideal de levedura é até no
maximo 24h no processo de pré-fermentacdo, no processo de reproducdo de biomassa o
tempo é de no maximo 55h. Este tempo foi medido através da receita inserida no
processo de reproducdo que ndo excedeu o limite maximo nem minimo, enviando o

tempo para supervisorio de hora em hora.

10.7.4 Contagem de Bacillus cereus

Em 4 placas contendo meio de cultura seletivo MYP previamente preparadas e secas,
inoculou-se 0,3 mL (300ul) em 3 placas e 0,1 mL (100ul) em 1 placa, (corresponde a
1mL total da amostra). Espalhou-se o in6culo com o auxilio de uma alca de Drigalski.
Apoés a inoculacdo, incubou-se as placas de forma “invertida” 30°C+1°C por 18-24h e
realizou as contagens das colbnias caracteristicas. Se caso as colbnias ainda nao
estiverem visiveis, incubar por mais 24h. Contou-se as coldnias presuntivas de B. cereus
presente nas 4 placas, as colbnias presuntivas sdo esféricas, rosas, leitosas indicando
gue nao ocorreu a fermentacdo de manitol sdo geralmente rodeadas por um grande halo

de precipitacao, indicando a producéo de lecitinase (ISO, 2016).

10.7.5 Contagem de Clostridium Sulfito Redutor

Inoculou-se em duplicata 1,0 mL da amostra em placas de Petri estéril adicionando em
cada placa aproximadamente 15 mL de meio de cultura Iron Sulfite Agar (ISA) desaerado

e resfriado em banho Maria a uma temperatura média de 44-47°C.
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Homogeneizou-se suavemente com movimentos circulares em forma de oito e deixou até
completa solidificacdo do meio. O tempo que decorre entre a inoculagdo da amostra na
placa de Petri e 0 momento que é vertido o meio, ndo excedeu de 15 minutos. Cobriu-se
com uma camada de aproximadamente 10 mL do mesmo meio para formar a
sobrecamada necessaria para esse método. Apos a solidificacdo do meio, incubou-se as
placas sem inverter em Jarra de Anaerobiose a uma temperatura de 37 + 1°C por 24 - 48
horas. Leu-se os resultados em ambos os tempos: 24 horas e 48 horas de incubacao, o
gue ird definir sera a coloracdo negra das colbnias e seu crescimento tipico. Contou-se
todas as colbnias negras com probabilidade de crescimento de uma zona opaca ao redor
da coldnia (ISO, 2003).

10.7.6 Esporos Mesofilos Aerdbios

Em tubo estéril, adicionou-se 10 mL da amostra e realizou-se o choque térmico em banho
de &gua quente a 80°C por 30 minutos, garantindo que a agua cubra o volume da
amostra. Resfriou-se em banho de gelo até aproximadamente 45°C. ApGs o resfriamento
distribuiu o contetdo de cada tubo estéril em quatro placas de Petri estéreis em meio de
cultura PCA, homogeneizou-se suavemente com movimentos circulares em forma de oito
e deixou-se até a completa solidificacdo do meio. Apés a solidificacdo do meio de cultivo
inoculado, incubou-se as placas invertidas em estufa a 35 + 1°C por 48 horas. Apés o
periodo de incubacdo, com o auxilio do contador de Quebec contou-se 0S esporos
desenvolvidos nas placas com 25 a 250 colb6nias, multiplicou-se por 1 0S esporos
desenvolvidos nas placas (STEVENSON & SEGNER, 2001).

10.7.7 Esporos Mesofilos Anaerdbios

Em tubo estéril, adicionou-se 10 mL da amostra e realizou-se o choque térmico em banho
de agua quente a 80°C por 30 minutos, garantindo que a agua cubra o volume da
amostra. Resfriou-se em banho de gelo até aproximadamente 45°C. Apds o resfriamento
distribuiu o contetdo de cada tubo estéril em quatro placas de Petri estéreis em meio de

cultura BHI, homogeneizou-se suavemente com movimentos circulares em forma de oito
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e deixou-se até a completa solidificacdo do meio. Apos a solidificacdo do meio de cultivo
inoculado, incubou-se as placas petri em jarras de anaerobiose em estufa a 35 + 1°C por
48 horas. Ap0s o periodo de incubacdo, com o auxilio do contador de Quebec contou-se
0os esporos desenvolvidos nas placas com 25 a 250 colénias, multiplicou-se por 1 os
esporos desenvolvidos nas placas (SCOTT; ANDERSON, WANG, 2001).

10.7.8 Esporos Termoéfilos Aerdbios

Em tubo estéril, adicionou-se 10 mL da amostra e realizou-se o choque térmico em banho
de &gua quente a 80°C por 30 minutos, garantindo que a agua cubra o volume da
amostra. Resfriou-se em banho de gelo até aproximadamente 45°C. ApGs o resfriamento
distribuiu o contetdo de cada tubo estéril em quatro placas de Petri estéreis em meio de
cultura PCA, homogeneizou-se suavemente com movimentos circulares em forma de oito
e deixou-se até a completa solidificacdo do meio. Apds a solidificacdo do meio de cultivo
inoculado, incubou-se as placas invertidas em estufa a 35 + 1°C por 48 horas. Apés o
periodo de incubacdo, com o auxilio do contador de Quebec contou-se 0S esporos
desenvolvidos nas placas com 25 a 250 colb6nias, multiplicou-se por 1 0S esporos
desenvolvidos nas placas (OLSON & SORRELLS, 2001).

10.7.9 Esporos Termofilos Anaerdbios

Em tubo estéril, adicionou-se 10 mL da amostra e realizou-se o choque térmico em banho
de agua quente a 80°C por 30 minutos, garantindo que a agua cubra o volume da
amostra. Resfriou-se em banho de gelo até aproximadamente 45°C. Apds o resfriamento
distribuiu o contetdo de cada tubo estéril em quatro placas de Petri estéreis em meio de
cultura BHI, homogeneizou-se suavemente com movimentos circulares em forma de oito
e deixou-se até a completa solidificacdo do meio. Apos a solidificacdo do meio de cultivo
inoculado, incubou-se as placas petri em jarras de anaerobiose em estufa a 35 £ 1°C por
48 horas. Apo6s o periodo de incubacdo, com o auxilio do contador de Quebec contou-se
0s esporos desenvolvidos nas placas com 25 a 250 colbnias, multiplicou-se por 1 os
esporos desenvolvidos nas placas (SCOTT; ANDERSON, WANG, 2001).



11. RESULTADOS E DISCUSSOES

11.1 ANALISE DAS SUPERFICIES DOS TANQUES

Na tabela 2 observam-se os resultados obtidos das trés andlises realizadas nas
superficies dos tanques através de swab. Os resultados para as andlises antes do CIP
(Clean in Place) na superficie dos tanques apresentam presenca de micro-organismos,
mas dentro das especificacbes de conformidade. Consideram-se valores dentro da
conformidade, <=10 ufc/mL para células vegetativas e <=250/10mL para esporos
bacterianos. Os resultados obtidos ap6s o CIP, mostra que o sistema é eficiente,

evidenciando resultados zero (ausente) para todos 0S micro-organismos propostos nas

analises.
12 coleta Célula Vegetativa (UFC/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
L . - Meséfilos Meséfilos Termofilos Termofilos
Superficie interna dos Bacillus Clostridium T . ATEET s B i P
tanques cereus | S.Redutor | (30.350() (30-35°C) (40-45°C) (40-45°C)
Antes do CIP no tanque
Pré-fermentacéo 3 1 150 200 50 100
Apos CIP no tanque Pré-
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
Antes do CIP no tanque
de fermentacio 0 3 170 220 70 120
Apo6s CIP no tanque de
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
23 coleta Célula Vegetativa (UFC/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
L . - Meséfilos Meséfilos Termofilos Termofilos
Superficie interna dos Bacillus Clostridium . S B AR es
tanques cereus | S.Redutor | (30.350) (30-35°C) (40-45°C) (40-45°C)
Antes do CIP no tanque
Pré-fermentacéo 0 5 100 200 50 9
Apo6s CIP no tanque Pré-
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
Antes do CIP no tanque
de fermentacéo 2 5 120 250 60 120
Apo6s CIP no tanque de
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
32 coleta Célula Vegetativa (UFC/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
L . _— Meséfilos Meséfilos Termofilos Termofilos
Superficie interna dos Bacillus Clostridium . TS s P
tanques cereus | S.Redutor | 35 3500 (30-35°C) (40-45°C) (40-45°C)
Antes do CIP no tanque
Pré-fermentacéo 2 2 110 190 /0 110
Ap6s CIP no tanque Pré-
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
Antes do CIP no tanque
de fermentagao 2 3 150 190 60 130
Apo6s CIP no tanque de
fermentacéo 0 0 0 0 0 0
Tabela 2: Resultados das andlises das superficies dos tanques de produgao
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A higienizacdo interna pelo processo CIP funciona de modo satisfatério, o tanque néao
apresentou quantidades significativas de micro-organismos apds os procedimentos de
limpeza e sanitizacao, indicando a efetividade dos processos.

Bremer, Fillery e Mcquillan (2006), apos realizarem um estudo com tubos de acgo inox
expostos em leite por 18h contendo diversas espécies bacterianas, realizaram o CIP,
utilizando um detergente alcalino (NaOH) e um detergente &cido (HNO3), observando uma
reducdo significativa no numero de células, comprovando a efetividade do sistema com

esses produtos.

Portanto, os dados apresentados acima nos sugerem que a contaminacdo por células
vegetativas e posteriormente por esporos nao esti relacionada com o processo de
higienizacdo, muito menos com a superficie dos equipamentos, eliminando a
possibilidade da ineficiéncia do sistema CIP com fatores que possivelmente propiciariam o

desenvolvimento de esporos bacterianos.

11.2 ANALISE DO CREME DE LEVEDURA

Observa-se na tabela 3 os resultados das coletas do creme, que em todas as amostras,
tanto na fase de pré-fermentacdo como na fase de producdo de biomassa, que estavam
dentro dos parametros de temperatura, pH e tempo de armazenamento necessarios para

a reproducéo das leveduras.
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. L Célula Vegetativa
a i [}
12 coleta Fisico-Quimico (ufc/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
Creme de | Tempo | Tem Bacillu Clostridium MESSOf'IO Meséfilos | Terméfilos | Terméfilos
levedura (h)p (oc)p' pH S S Redutor | aerébios anaerébio | aerdébios | anaerébio
cereus ' (30-35°C) S (30-35°C) | (40-45°C) | s (40-45°C)
Creme pré- 18 30°C | 54 0 0 50 70 30 30
fermentagao horas
Creme apos 52
produgao de 32°C 5,25 0 0 60 90 40 50
i horas
biomassa
. . Célula Vegetativa
a i [}
22 coleta Fisico-Quimico (ufc/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
n Mesoéfilo - e -
Creme de | Tempo | Temp. Zallly Clostridium S MeSOf,”bo.S Term%fllos Termofltljgs
levedura (h) (°C) B S S. Redutor | aerébios | 2MAErobIO | Aerobios | anaerobio
cereus ’ (30-35°C) S (30-35°C) | (40-45°C) | s (40-45°C)
Creme pre- 22 32°C | 512 0 0 70 75 50 35
fermentagao horas
Creme apos 55
produgao de 33,5°C | 5,57 0 0 90 90 60 50
. horas
biomassa
. L Célula Vegetativa
a _ [}
32 coleta Fisico-Quimico (ufc/mL) Esporos (un.) n® esporos/10mL
n Mesoéfilo - e -
Creme de | Tempo | Temp. H Zallly Clostridium S MeSOf,”t?.S Term%fllos Termofltl)gs
levedura (h) (°C) P S S. Redutor | aerébios | 2NAEroDIO | AErobios | anaeroblo
cereus : (30-35°C) | S (30-35°C) | (40-45°C) |s (40-45°C)
Creme pre- 22\ 305°c| a9 0 0 50 55 45 55
fermentagdo horas
Creme apos 50
produgao de 32,5°C 5,1 0 0 65 100 60 60
. horas
biomassa

Tabela 3: Resultados das anélises do creme de levedura em processo

Nesta fase do processo ndao houve presenca de micro-organismos na forma vegetativa,

sendo considerado zero como

“ausente”,

evidenciando a limpeza eficiente nos

equipamentos. As figuras abaixo (grafico 1 e 2) apresentam a distribuicdo dos dados em
UFC x Andlises.
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Creme pre-fermentacao

80

70

60 /\

50

40 N \
30

20
10
0
B. cereus C. sulfito Mesofilos Mesofilos Termofilos Termofilos
aerobios anaerdhios aerdbios anaerdbios
= Pré-fermentagdo 12 = Pré-fermentagao 22 Pré-fermentacao 32
Grafico 1: Resultados das andlises antes do processo de fermentacgéo.
Creme apos reproducao
100
80
60
40
20
0
B. cereus C. sulfito Mesdafilos Mesdafilos Termdfilos Termdfilos
aerobios anaerobios aerdbios anaerabios
= Posreproducgao 12 = Posreproducao 22 Posreprodugao 32

Grafico 2: Resultados das andlises ap6s o processo de fermentacao.

Nota-se ha presenca de esporos bacterianos no creme de levedura em ambas as fases,
havendo um crescimento significativo da fase de pré-fermentacao para fase de producao
de biomassa, principalmente dos mesoéfilos devido a temperatura do processo, porém o0s
resultados obtidos na fase de pré-fermentacdo e producédo de biomassa estdo dentro da
conformidade do processo. Entende-se por conformidade do processo quando os valores
para células vegetativas estiverem com valores <=10 ufc/mL e os esporos com valores <=
250/10mL.
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Os resultados indicativos da presenca de esporos no creme de pré-fermentacdo nos
sugerem que a contaminacdo deste pode estar relacionada com outros fatores do
processo, como insumos contaminados que sao adicionados nesta fase do
processamento, higienizacdo precéaria dos filtros de ar, ou das tubulacdes que enviam
oxigénio, excluindo a possibilidade de ma higienizacdo do equipamento ou de
instabilidade de temperatura e pH, pois os mesmo foram controlados durante estas
etapas.

Portando indica-se ao processamento uma analise prévia dos insumos antes de adiciona-
los e das outras variaveis do processo para poder evidenciar por completo os verdadeiros

fatores que propiciam a esporulagéo das bactérias na producéo de biomassa.
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12. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos, observou-se que a presenca de células vegetativas e
células esporuladas apés o processo CIP foram dadas como ausentes, comprovando a
eficiéncia do processo de higienizacdo e excluindo a possibilidade desta de ser um fator
relevante na formacédo dos esporos. Porém a contagem de células esporuladas no creme
de levedura na fase pré-fermentacdo e no creme apds producdo de biomassa se deu
presente, podendo assim, estar associados a contaminag¢do de insumos adicionados no
processo ou outros fatores que néo estdo associados ao sistema de higienizagdo do
fermentador, no entanto, os valores encontrados ndo sdo significativos, sendo
considerados conformes aos padrdes industriais. Entende-se por conformidade do
processo quando os valores para células vegetativas estiverem com valores <=10 ufc/mL
e 0s esporos com valores <= 250/10mL, segundo RESOLUCAO-RDC N° 12, DE 02 DE
JANEIRO DE 2001 da ANVISA.
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