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Apresentacao e-Tec Brasil

Prezado estudante,

Bem-vindo ao e-Tec Brasil!

Vocé faz parte de uma rede nacional publica de ensino, a Escola Técnica
Aberta do Brasil, instituida pelo Decreto n® 6.301, de 12 de dezembro
2007, com o objetivo de democratizar 0 acesso ao ensino técnico publico,
na modalidade a distancia. O programa é resultado de uma parceria entre
o Ministério da Educacao, por meio das Secretarias de Educacao a Distancia
(SEED) e de Educacao Profissional e Tecnoldgica (SETEC), as universidades e
escolas técnicas estaduais e federais.

A educacao a distancia no nosso pais, de dimensdes continentais e grande
diversidade regional e cultural, longe de distanciar, aproxima as pessoas ao
garantir acesso a educacao de qualidade e ao promover o fortalecimento
da formacao de jovens moradores de regides distantes dos grandes centros
geograficamente ou economicamente.

O e-Tec Brasil leva os cursos técnicos a locais distantes das instituicdes de
ensino e para a periferia das grandes cidades, incentivando os jovens a con-
cluir o ensino médio. Os cursos sao ofertados pelas instituicoes publicas de
ensino, e o atendimento ao estudante é realizado em escolas-polo integran-
tes das redes publicas municipais e estaduais.

O Ministério da Educacdo, as instituicoes publicas de ensino técnico, seus
servidores técnicos e professores acreditam que uma educacao profissional
qualificada — integradora do ensino médio e educacao técnica, — é capaz
de promover o cidaddo com capacidades para produzir, mas também com
autonomia diante das diferentes dimensdes da realidade: cultural, social,
familiar, esportiva, politica e ética.

Noés acreditamos em vocé!
Desejamos sucesso na sua formacao profissional!

Ministério da Educacéo
Janeiro de 2010

Nosso contato
etecbrasil@mec.gov.br






Indicacao de icones

Os icones sdo elementos graficos utilizados para ampliar as formas de
linguagem e facilitar a organizacao e a leitura hipertextual.
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Atencao: indica pontos de maior relevancia no texto.

Saiba mais: oferece novas informacbes que enriqguecem o
assunto ou “curiosidades” e noticias recentes relacionadas ao
tema estudado.

Glossario: indica a definicao de um termo, palavra ou expressao
utilizada no texto.

Midias integradas: sempre que se desejar que os estudantes
desenvolvam atividades empregando diferentes midias: videos,
filmes, jornais, ambiente AVEA e outras.

Atividades de aprendizagem: apresenta atividades em
diferentes niveis de aprendizagem para que o estudante possa
realiza-las e conferir o seu dominio do tema estudado.
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Palavra do professor-autor

Caro aluno!

O processo de ensinar e aprender na modalidade de ensino a distancia apre-
senta suas proprias peculiaridades, pressupondo-se uma relacdo de recipro-
cidade, na qual o aluno deve participar de forma ativa e dinamica. Este mate-
rial de estudo representa, portanto, um canal de comunicacao elaborado
com a finalidade de auxiliar e apontar caminhos para que vocé, estudante,
possa conduzir seus préprios estudos e construir novos conhecimentos.

Nele foram apresentadas informacoes basicas sobre Microbiologia Aplicada
e as principais técnicas voltadas a producao de acucar e alcool, visando for-
necer subsidios para o seu aprendizado e atuacdo profissional.

Cabe a vocé, como protagonista na construcao do seu préprio conheci-
mento, se empenhar na busca incessante e atualizacdo das informacdes
adquiridas, nao se atendo somente ao conteldo e atividades propostas,
mas interagindo e ampliando as idéias e conceitos formados. Para isso, vocé
podera explorar as diferentes midias propostas no ambiente virtual. Apro-
veite bem e bons estudos!

Um forte abraco.
As autoras.

e-Tec Brasil






Apresentacao da disciplina

Este caderno de estudos foi elaborado com o intuito de fornecer a vocé, estu-
dante, conceitos e técnicas importantes na area da Microbiologia Aplicada
a producao de acUcar e alcool. Para tornar a exposicao dos conteddos mais
clara e organizada, o material foi dividido em aulas, tratando inicialmente
dos principios basicos da microbiologia em laboratério e em seguida das
técnicas especificas aplicadas a industria sucroalcooleira, facilitando assim os
seus estudos.

A aula 01 fornece nocdes e regras basicas de seguranca em laboratério.
Apresenta os principais materiais e equipamentos utilizados nesse ambiente
de trabalho e as formas de limpeza e desinfeccao.

Na aula 02 foram apresentadas, resumidamente, as principais etapas do
processamento da cana-de-acUcar. Assim, o estudante poderd compreender
como a microbiologia pode ser aplicada nos processos de producao de acu-
car e alcool.

A aula 03 apresenta 0s microrganismos comuns ao processo fermentativo e
os seus contaminantes. Nela também falamos sobre antibidticos e bacterici-
das, que sao utilizados para tratamento das infeccdes na fermentacao.

Para que o aluno possa entender melhor cada técnica a ser utilizada, as aulas
04 e 05 falam sobre meios de cultivo, formas de visualizacdo e métodos de
contagem de microrganismos, respectivamente.

Para concluir, as aulas 06 e 07 tratam especificamente das técnicas utiliza-

das para o monitoramento microbiol6gico na industria de aclcar e alcool,
visando garantir a qualidade dos produtos finais.
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Projeto instrucional

Disciplina: Microbiologia Aplicada (carga horaria: 60h).

Ementa: Procedimentos basicos de analises microbioldgicas aplicadas ao pro-
cesso de acuUcar e alcool. Testes de selecdo de antibidticos e bactericidas. Téc-
nicas de verificacdo das areas do processo.

CARGA
HORARIA
(GLIED)

OBJETIVOS DE
APRENDIZAGEM

MATERIAIS

1. Técnicas basicas

Compreender a importancia das
normas de seguranca em laboratdrio
e identifica-las.

Conhecer os principais materiais
utilizados em laboratério de

Ambiente virtual:
plataforma moodle.

utilizadas em o Apostila didatica. 05
R microbiologia. .
microbiologia ) . ... Recursos de apoio: links,
Compreender a importancia da utilizagao i
. - ) exercicios.
de medidas de higiene e limpeza em
laboratdrio, reconhecendo as principais
técnicas utilizadas.
. Apresentar noges do processo de Ambiente virtual:
2. Importancia - g 2
Co produgdo de aglcar e élcool. plataforma moodle.
da microbiologia ) A — G
Compreender a importancia e aplicacdo  Apostila didatica. 10
no processo de o . L
roducio da microbiologia nas diversas etapas de  Recursos de apoio: /inks,
procu¢ produgdo de aglcar e élcool. exercicios.
. . Apresentar 0s microrganismos presentes ) .
3. Microrganismos P g . p Ambiente virtual:
nos processos de producao de alcool.
relevantes em pro- o R . plataforma moodle.
) o Identificar os principais contaminantes G e
cessos industriais ) Apostila didatica. 10
< dos processos fermentativos. .
de produgéo de L Recursos de apoio: /inks,
, ; Apresentar o uso de antibicticos e »
aglcar e dlcool - - exercicios.
bactericidas na fermentacao.
Definir meios de cultivo e apresentar
nogBes dos principais tipos existentes. ) .
b : P .p P ; Ambiente virtual:
Caracterizar os diferentes meios de
. plataforma moodle.
. cultura e a finalidade de cada um. G
4. Meios de cultura . Apostila didatica. 05
Apresentar o preparo de meios de L
o " Recursos de apoio: /inks,
cultivo importantes utilizados nos »
; . - exercicios.
processos industriais de produgdo de
alcool e suas aplicagdes.
Conhecer as principais técnicas de . .
o ~ P ) P ) Ambiente virtual:
5. Técnicas de coloragéo de microrganismos.
N . . plataforma moodle.
coloracdo e de Conhecer a técnica de coloracdo de s
Apostila didatica. 05

contagem
microbiolégica

Gram e sua aplicagéo.
Conhecer as técnicas basicas de
contagem microbiolégica.

Recursos de apoio: /inks,
exercicios.

13



OBJETIVOS DE
APRENDIZAGEM

MATERIAIS

CARGA
HORARIA

6. Métodos
microbiolégicos
aplicados a
produgéo

de alcool

7. Microbiologia
do aglicar

14

Conhecer as principais técnicas de
monitoramento microbiolégico no
processo industrial de producéo de
dlcool, seus objetivos e aplicacdes.
Apresentar os principais testes de
deteccdo de bactérias e leveduras
contaminantes, testes de sensibilidade
de bactérias a antimicrobianos,
caracterizacao de Bacillus e Lactobacillus,
entre outros procedimentos.

Conhecer os principais microrganismos
contaminantes do actcar, suas
caracteristicas e importancia.
Conhecer as principais técnicas de
analises de bactérias, leveduras e
bolores em aglicar.

Apresentar os padrdes microbioldgicos
nacionais e internacionais para
qualidade do aclcar.

Ambiente virtual:
plataforma moodle.
Apostila didatica.
Recursos de apoio: /inks,
exercicios.

Ambiente virtual:
plataforma moodle.
Apostila didatica.
Recursos de apoio: /inks,
exercicios.

(horas)



Aula 1 - Técnicas basicas utilizadas em
microbiologia

Objetivos

Compreender a importancia das normas de seguranca em labora-
torio e identifica-las.

Conhecer os principais materiais utilizados em laboratério de micro-
biologia.

Compreender a importancia da utilizacdo de medidas de higiene e
limpeza em laboratério, reconhecendo as principais técnicas utilizadas.

1.1 Normas de seguranca e de conduta em
laboratério

O laboratério de microbiologia deve ser considerado como um local sujeito
a possiveis fontes de contaminacao, bem como aos mais variados tipos de
acidentes envolvendo materiais, substancias quimicas e microrganismos,
representando, portanto, um risco em potencial para todos os envolvidos no
trabalho e manuseio. Para minimizar tais riscos é fundamental que se tomem
medidas preventivas e que se conheca bem o ambiente de trabalho, para
gue os acidentes possam ser evitados ou controlados. Portanto, comecare-
mos 0s Nossos estudos apresentando as principais normas de seguranca, 0s
materiais mais frequentemente usados em laboratério de microbiologia e as
formas de limpeza e desinfeccao.

Algumas regras importantes devem ser observadas no exercicio do trabalho
em laboratorio:

a) Nao consumir alimentos e bebidas no laboratério.
b) Nao fumar no laboratério.
c) O laboratério deve ser mantido limpo e em ordem, devendo ser dele reti-

rados quaisquer materiais que nao tenham relacao com o trabalho. Livros
e outros objetos nunca devem ser deixados sobre a bancada de trabalho.

Aula 1 - Técnicas basicas utilizadas em microbiologia 15



d)

e)

f)

9)

h)

)

k)

Usar obrigatoriamente jaleco no laboratério, abotoado ou fechado, de
maneira a cobrir a maior parte do corpo.

Lavar cuidadosamente as maos antes e depois do trabalho pratico.

Nao levar a boca o material de trabalho (lapis, canetas, etc.) e evitar co-
locar as maos na boca, nos olhos e no nariz.

Limpar as bancadas de trabalho com alcool a 70% antes e depois do
trabalho pratico.

Usar os equipamentos do laboratério apenas para seu propésito designado.

Proteger o cabelo da chama do bico de Bunsen e de contaminacao mi-
crobiana.

Nunca pipetar ou sugar diretamente com a boca materiais perigosos,
bioldgicos, causticos, toxicos, radioativos ou cancerigenos. Para pipetar,
usar pipetadores de borracha ou automaticos.

Transportar os meios de cultura nos suportes proprios.
Colocar o material contaminado (pipetas, espatulas, laminas e laminu-

las) apds a sua utilizacdo em recipientes proprios contendo desinfetante,
para depois ser efetuada a lavagem e esterilizacdo dos mesmos.

m) Relatar imediatamente ao responsavel pelo laboratério qualquer aciden-

n)

o)

16

te que provoque lesao corporal ou que origine derrame dos microrganis-
mos para fora dos respectivos meios de cultura.

Ap6s a quebra de qualquer recipiente contendo microrganismos, cobrir
imediatamente o local com solucao desinfetante e toalhas de papel, dei-

xando agir, por no minimo, 15 minutos.

No final da atividade, o local de trabalho deve ficar devidamente limpo
e arrumado.

Microbiologia Aplicada



1.2 Materiais e equipamentos usados em
laboratorio de microbiologia

Autoclave - aparelho usado para esterilizacdo de meios de cultura, liquidos,

etc., através do calor umido.

Camara de fluxo laminar — remove as impurezas do ar por meio de um
filtro absoluto. Ap6s filtrado e puro, o ar é dirigido sobre a area de trabalho
em fluxo direto, mantendo as condicbes de esterilidade.

Banho-maria — forma geralmente usada para aquecimento brando (até
100°C), em que se utiliza um liquido em ebuligao.

Estufa de incubacao — camara de incubacao para col6nias de microrganismos.

Estufa de esterilizacao — tipo de forno utilizado para esterilizacdo, desse-
Cagcao ou secagem.

Balanca analitica — usada para se obter massas de sélidos e liquidos com
alta exatidao.

Bico de Bunsen — é um bico de gas, alimentado por um tubo de borracha,
fixado em uma base metélica com entrada de ar, cuja chama é utilizada para
técnicas de flambagem e esterilizacdo de materiais contaminados.

Vidrarias — Erlenmeyer, proveta, balao volumétrico, béquer, pipetas gradua-
das, bureta, placas de Petri, tubos de ensaio, laminas e laminulas.

Outros — agitador para tubos; contador de col6nias; exaustor; centrifuga;
destilador de &gua; lavador de pipetas; potencidmetro; refrigerador; alca de
Drigalski; etc.

Microscépio 6ptico — utilizado em observacao de imagem ampliada até
centenas de vezes por meio de dois conjuntos de lentes: as objetivas, que
ficam préximas do objeto, e ampliam a imagem real; e as oculares, proxi-
mas do olho do observador, que ampliam a imagem novamente. E consti-
tuido por duas partes — uma parte mecanica e uma parte 6ptica. Cada parte
engloba uma série de componentes constituintes do microscopio. A parte
mecanica (Figura 1.1) serve para dar estabilidade e suportar a parte optica.
E constituida por base ou pé, parafusos macro e micrométricos, haste ou
braco, mesa ou platina, charriot, presilha, tambor ou revoélver das objetivas

Aula 1 - Técnicas basicas utilizadas em microbiologia 17



e canhao. A parte éptica (Figura 1.1) é constituida por fonte de iluminacao,
lente condensadora ou condensador, botdo do condensador, diafragma e
pelas lentes oculares e objetivas — o conjunto de lentes que permitem a
ampliacao do objeto. A ampliacao dada ao microscépio € igual ao produto
da ampliacdo da objetiva pela ampliacdo da ocular. Devido a estes compo-
nentes serem de alta precisdo e porque o microscépio € um instrumento
caro, requer cuidados especiais de transporte, utilizacdo e manutencao.

Partes mecanicas

—

base ou pé

parafusos macroscopico
(2a) e microscopico (2b)
haste ou braco

mesa ou platina
charriot

revolver das objetivas
canhao

botdao do condensador
presilha

N

O o0 NOYU MW

Figura 1.1: Partes do microscépio 6ptico
Fonte: CTISM

e-Tec Brasil 18 Microbiologia Aplicada



Camara de Neubauer — em microbiologia, é comum o uso da camara de
Neubauer, também conhecida por “lamina hematimétrica” ou “hemacito-
metro”. E utilizada na contagem de microrganismos visiveis ao microscopio
optico, de forma precisa e rapida na quantificacdo de células de leveduras,
esporos, bactérias e outras particulas. E uma lamina especial de microscopia,
mais espessa que uma lamina normal, com marcacées em quadrantes, preci-
samente divididos em 9 quadrados de 1 mm? de area. Como a area de cada
quadrado é de 1mm?, a area total compreendida pelos 9 quadrados é de 9
mm?. Ao se cobrir a ldmina com uma laminula, é formado um volume sobre
cada quadrado, de 0,1 mm?.

O quadrado central é dividido em 25 quadriculos de 0,2 mm de lado ou
superficie 0,04 mm?. Estes quadriculos estdo subdivididos em 16 reticulos de
0,0025 mm? de superficie, sendo os quadriculos separados por linhas triplices,
chegando-se assim aos 400 reticulos.

Observando-se ao microscopio, percebe-se que existem trés tipos de quadran-
tes, com subdivisdes de tamanhos diferentes, denominados A, B e C, e que
juntos formam um quadrado maior (Figura 1.2). O critério utilizado na escolha
do quadrante a ser utilizado na contagem, deve ser o tamanho dos micror-
ganismos que serao quantificados. Assim, microrganismos muito pequenos
sao contados no quadrante C, os de tamanho intermediario no quadrante B,
enguanto os grandes sao contados no quadrante A.

=
=
IS
l =
0,05 mmT
l Z
0,25 mmT

Figura 1.2: Lamina hematimétrica ou camara de Neubauer
Fonte: CTISM
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Neubauer, acesse:
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neubauer.htm



esterilizacdo

Destruicdo ou remogéo de todas
as formas de vida, inclusive
esporos, através de agentes
fisicos ou quimicos.

desinfeccdo

Processo que promove a inibicdo,
morte ou remocdo de varios
microrganismos, na forma
vegetativa, (patogénicos ou ndo)
em objetos inanimados, sem
eliminar todas as formas de vida.

1.3 Técnicas de esterilizacao e desinfeccao
de materiais

Em microbiologia é importante a esterilizacdo de meios, solucbes e mate-
rial de vidro ou metal que se utiliza. Um produto é microbiologicamente
estéril quando nao contém nenhuma forma de microrganismo vivo. Para
tal objetivo podem ser utilizados tanto meios fisicos (como calor, radiacoes
ionizantes e filtracdo), como agentes quimicos, (como gas, oxido de etileno,
alcool etilico a 70%, etc.).

O calor ¢ um dos agentes fisicos mais praticos e eficientes utilizados em
técnicas de esterilizacao e/ou desinfeccao. O calor pode ser empregado
por meio do controle do tempo e da temperatura, sob duas formas: seco e
umido.

1.3.1 Calor seco
Incineragao — processo drastico de eliminacao de microrganismos, que des-
tréi o produto.

Ao rubro — processo onde os materiais sao levados a incandescéncia, pro-
movendo a destruicao de todos os microrganismos.

Flambagem — processo onde o material é submetido diretamente ao fogo,
seja seco ou embebido em &lcool. Bastante utilizado na desinfeccao de alcas
de vidro.

Estufa esterilizante — amplamente utilizado para vidrarias e outros mate-
riais, submetidos a determinada temperatura.

Por meio da utilizacdo do bico de Bunsen, através do calor seco, pode-se
proceder a esterilizacdéo mantendo-se a peca na chama até se tornar incan-
descente. As bocas de frascos de vidro contendo os meios de cultura, devem
sempre que destapados ser chamuscados a chama do Bunsen, por meio da
técnica de flambagem, sem deixar que se tornem rubros. A esterilizacao por
calor seco pode se dar ainda por exposicao prolongada numa estufa a 160°C
por no minimo 45 minutos, a 170°C por 18 minutos ou 180°C por 7 minutos
e meio. Este tipo de esterilizacao é utilizada para vidrarias, metais, placas de
Petri, etc., mas nao é muito efetivo contra bactérias e fungos que produzem
esporos resistentes a secura.

20 Microbiologia Aplicada



1.3.2 Calor umido

Outra forma de esterilizacdo pode-se dar através do uso da autoclave, para
meios contaminados com culturas de bactérias. Utiliza-se este tipo de este-
rilizacdo pelo calor Umido para meios de cultura e diversas solucoes. Seu
funcionamento se da semelhantemente ao da panela de pressdo, no qual
a agua ferve sob pressao de 1,0 atm, sendo a temperatura necessaria para
esterilizacdo de 121°C, e o tempo de esterilizacao de cerca de 15 a 30 minu-
tos. O calor Umido inativa as bactérias por desnaturacao das proteinas e
acidos nucléicos, enquanto o calor seco provoca a oxidacao destas. O vapor
d’'agua tem maior poder de penetracao do que o ar, tendo maior capacidade
de rompimento das pontes de hidrogénio. Devido a isso, o calor umido pode
ser considerado um processo mais eficiente do que o calor seco.

Placas de Petri de plastico com culturas, bem como outro material de plastico
utilizado, ap6s autoclavagem devem ser colocados em sacos de plastico e
enviados para incineracao. Vidrarias contaminadas, por sua vez, apés auto-
clavagem devem ser lavadas com detergente neutro, rigorosamente enxa-
guadas, passando por agua destilada e secadas em estufa. Para limpeza
de materiais de vidros dificeis de serem limpos com solventes organicos,
utiliza-se solucao sulfocrémica (solucdo de bicromato de potéssio a 3% +
acido sulfurico concentrado).

As pipetas de vidro utilizadas no laboratério deverao ser imersas em liquido
desinfetante e posteriormente lavadas e autoclavadas.

Alguns instrumentos como tesouras, pincas, etc., podem ser desinfetados
mergulhando-os em alcool a 70% (70 ml de etanol absoluto e 30 ml de
agua destilada). As bancadas também podem ser desinfetadas utilizando-se
este produto.

Em condicOes ideais, o laboratério deve ser isolado, ou entdo o trabalho
devera ser realizado dentro de uma camara de fluxo laminar.

Resumo

Nessa aula, estudamos alguns aspectos basicos envolvidos em um labora-
tério de microbiologia, como: as principais normas de conduta e regras de
seguranca, os materiais e equipamentos utilizados nesse ambiente e as for-
mas de limpeza e desinfeccdo de materiais. A fixacdo desses conceitos é
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importante para o desenvolvimento de um bom trabalho no laboratério,
minimizando assim os riscos de acidentes e garantindo a eficiéncia das pra-
ticas e de seus resultados.

Atividades de aprendizagem

1. Fale sobre a importancia de se observar normas de conduta no ambiente
de trabalho do laboratério de microbiologia.

2. Cite cinco medidas de seguranca a serem seguidas em laboratério.

3. Cite cinco materiais utilizados em laboratério e descreva suas aplicacoes.

4. Diferencie esterilizacdo e desinfeccao.

5. Quais as formas que o calor pode ser utilizado para esterilizacdo e desin-
feccdo de materiais? Exemplifique.

6. Qual forma de utilizacao do calor pode ser considerada mais eficiente?
Explique.
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Aula 2 - Importancia da microbiologia
no processo de producao

Objetivos
Apresentar nocoes do processo de producao de acucar e alcool.

Compreender a importancia e aplicacdo da microbiologia nas diversas
etapas de producao de aclcar e alcool.

2.1 Microbiologia na industria de acucar e
alcool

O caldo de cana utilizado como matéria-prima na producao de acucar e

alcool normalmente apresenta uma ampla e variada microbiota, devido a

associacao de caracteristicas consideradas fundamentais para o desenvolvi-

mento da maioria dos microrganismos, como: alto teor de nutrientes orga-

nicos e inorganicos, agua, pH e temperatura favoraveis.

No entanto, no decorrer de todas as etapas do processamento da cana o
numero de bactérias no caldo pode aumentar significativamente. Varios fato-
res podem influenciar nesse processo como: a qualidade da matéria-prima
(cana), o tempo prolongado entre o corte e a moagem, o tempo de queima,
a forma de colheita, que pode ser manual ou mecanizada, determinando a
quantidade de terra agregada, o armazenamento, as condicoes e variacoes
climaticas, e até mesmo a falta de higienizacdo nos equipamentos que ficam
em contato com o caldo. Durante essas etapas, a cana pode sofrer lesdes
que favorecem a penetracao de microrganismos nos colmos, agravando o
problema.

Essa contaminacdo do mosto, embora muito comum, consiste em um pro-
blema sério nas usinas de aclcar e alcool, que pode representar reducao
no rendimento e na produtividade da fermentacédo. Isso ocorre devido a
formacao de diversos compostos indesejaveis provenientes do metabolismo
desses microrganismos, com degradacdo da sacarose e formacao de aci-
dos organicos que ocasionam perda de acuUcar e intoxicacao das leveduras,
além da perda do rendimento do alcool produzido, representando prejuizos
importantes para a industria.
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mosto
Liquido apto a ser fermentado.

sacarose
Dissacarideo (aglicar) composto
por duas moléculas de aclcar
simples (glicose + frutose).
Basicamente, a sacarose é 0
principal componente da
cana-de acucar.




sanitizacao

Processo que leva a reducdo dos
microrganismos, a niveis seguros,
de acordo com os padrdes de
satide publica (elimina 99,9%
das formas vegetativas).

O laboratério de microbiologia dentro da usina de aclcar e alcool tem,
portanto, um papel fundamental no controle de qualidade, desde a maté-
ria-prima até o produto final. Por meio de técnicas adequadas, é possivel
minimizar perdas, prever e solucionar eventuais acidentes no processo de
fermentacao (infeccao, morte de leveduras, floculacao, etc.), avaliar as carac-
teristicas do fermento utilizado nas dornas, manter a limpeza e sanitizacao
durante todas as fases de processamento, realizar testes microbiolégicos nos
produtos finais (actcar e alcool), contribuindo assim para o aumento na
qualidade e rendimento do processo industrial.

2.2 Etapas do processamento industrial da
cana-de-acucar

Atualmente predomina no Brasil, entre as usinas mais avancadas, um modelo

de producao simultanea de etanol e aclcar, a partir da mesma matéria-prima:

a cana-de-acucar.

Fluxograma de produc¢ao de agucar e etanol de cana

Cana Moagem Caldeiras
Caldo
Tratamento
quimico
: z Torta de
Filtracao filtro
Evaporagao Melaco Fermentacao
Cozimento Destilacao
Centrifugacao Retificacao
Secagem Etanol hidratado
Aclicar Etanol anidro Desidratacao

Figura 2.1: Fluxograma de producao de acucar e alcool
Fonte: CTISM
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2.2.1 Producao do acucar

O processo de industrializacao de acucar é dividido basicamente em trés
etapas. Primeiro: a cana-de-aclcar é processada para extracdo do caldo.
Segundo: o caldo é filtrado para remover qualquer impureza e fervido até o
acucar cristalizar, formando um xarope espesso. Terceiro: o xarope é passado
em uma centrifuga que produz aclcar bruto e melaco. O acucar bruto é refi-
nado, seco e embalado. A partir dai, 0 melaco pode seguir a via de producao
de etanol.

Seguem abaixo as principais etapas do processamento industrial da cana-
de-acucar:

e Lavagem da cana - lavagem da cana antes do processamento para
retirar impurezas.

e Extracao do caldo — moagem ou difusdo para extracao do caldo da
cana através do esmagamento por cilindros compressores.

e Peneiramento do caldo - separacao de solidos insolUveis existentes no
caldo.

¢ Tratamento térmico — processo de aumento da temperatura do caldo
para promover a floculacao de impurezas.

e Evaporacao — constitui o primeiro estagio de concentracao do caldo
proveniente da etapa de tratamento, que contém cerca de 85% de agua.
A evaporacao tem como objetivo reduzir essa porcentagem para aproxi-
madamente 40%. O caldo concentrado é chamado de xarope.

e Cozimento — uma nova etapa de concentracdo do xarope, em que ha
a formacao de cristais em virtude da precipitacdo da sacarose dissolvida
na agua. O produto final, cristais de acucar envolvidos em mel (solucao
acucarada), é chamado de massa cozida.

e Cristalizacdo — a massa cozida é enviada a cristalizadores que a resfriam
lentamente com o auxilio de agua. Dessa maneira, consegue-se recuperar
parte da sacarose, que ainda estava contida no mel, por sua deposicdao
nos cristais ja existentes, gerando o consequente aumento dos mesmos.
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e Centrifugacao — a massa cozida segue as centrifugas para a separacao
do acucar. O mel removido é coletado e retorna aos cozedores para um
maior esgotamento. O acuUcar descarregado das centrifugas apresenta
alto teor de umidade (0,5 a 2%) e temperatura elevada (65 a 95°C).

e Secagem - 0s cristais de acUicar seguem para a secagem por meio de ar
guente. Este aclcar pode ser comercializado desta forma como acucar
cristal, ou entao, utilizado para a fabricacdo de outros produtos como o
acucar invertido, o acucar refinado ou o acucar liquido.

2.2.2 Producao do etanol

O etanol pode ser obtido por meio de um processo quimico denominado
fermentacao, ou seja, um processo de transformacao dos aclicares contidos
no caldo da cana-de-aclcar e melaco. O melaco resultante ¢ misturado ao
caldo da cana-de-acUcar e a levedura em tanques. O subproduto resultante
do processo de fermentacao, denominado “mosto fermentado”, contém
um teor alcodlico de aproximadamente 7,0% a 9,0%. Depois do processo
de fermentacao, de aproximadamente 10 horas, o mosto fermentado é cen-
trifugado, de forma que a levedura possa ser separada do liquido e reapro-
veitada posteriormente. O mosto fermentado é entdo fervido a diferentes
temperaturas, separando o etanol dos outros liquidos.

Seguem abaixo as principais etapas da producao de etanol:

e Lavagem da cana - lavagem da cana antes do processamento para reti-
rar impurezas. Essa etapa é importante, pois possibilita a remocao parcial
dos contaminantes, dependendo da qualidade da agua. Se a mesma nao
apresentar condicoes microbioldgicas saudaveis, pode levar, no entanto,
ao aumento drastico desses contaminantes.

e Extracao do caldo — moagem ou difusdo para extracao do caldo da
cana através do esmagamento por cilindros compressores.

e Peneiramento do caldo - separacao de sélidos insolUveis existentes no
caldo.

e Tratamento térmico — processo de aumento da temperatura do caldo
para promover a floculacao de impurezas.
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¢ Resfriamento — processo que visa adequar o caldo tratado ao processo
fermentativo por meio da diminuicao da sua temperatura.

e Preparacao do caldo — a fermentacdo é realizada com o caldo com-
posto de aproximadamente 20% de acuUcar, preparado com caldo (do
tratamento), melaco (da producao de acucar) e dgua. Esse caldo deve ser
mantido a uma temperatura de, aproximadamente, 30°C.

* Fermentacao — a fermentacao do caldo é resultado da acao da levedura,
gue primeiramente inverte a sacarose em glicose e frutose (monossaca-
rideo) e posteriormente converte o monossacarideo em etanol e diéxido
de carbono. Essa reacdo ocorre em uma dorna de fermentacao, junta-
mente com o caldo e a levedura.

e Centrifugacao — posteriormente a fermentacao, o produto resultante é
centrifugado para separar a levedura do mosto fermentado (vinho), uma
solucao de aproximadamente 9% v/v (°GL) de etanol.

e Tratamento da levedura — a levedura resultante da centrifugacao é
tratada com &cido sulfurico e devolvida as dornas de fermentacdo para
ser novamente utilizada.

e Destilagao — o mosto fermentado (vinho) é destilado em uma sequéncia
de colunas de destilacdo, separando a agua do etanol. Esse processo
ocorre basicamente devido as diferencas das temperaturas de ebulicdo
do etanol e da agua.

2.3 Analises rotineiras durante o
processamento

As principais analises feitas durante o processamento encontram-se listadas

abaixo e elencadas no Quadro 2.1.

2.3.1 Lavagem da cana

Na saida das caixas de tratamento de agua, é feita a coleta para quantificar
a populacao bacteriana na agua de retorno do decantador, medindo o pH
para correlacao pH-nivel bacteriano. A dgua de lavagem da cana deve man-
teropHentre 10 e 11.

Métodos — plaqueamento, bactérias totais, pH.
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2.3.2 Moagem

As amostras de caldo sao coletadas na saida da primeira unidade de caldo
e na saida da tubulacéo do caldo misto na moenda, para avaliacdo da alte-
racao da carga microbiana durante a permanéncia no patio e também na
moenda.

Métodos — plagueamento, bactérias totais, microscopia para bastonetes,
delta pH.

2.3.3 Tratamento térmico (caldo tratado)

A amostra de caldo é coletada apds a floculacdo das impurezas, na saida
do decantador, a fim de se avaliar a eficiéncia do tratamento térmico no
controle microbiolédgico.

Métodos — plaqueamento, bactérias totais.

2.3.4 Resfriamento

A amostra de caldo é coletada na tubulacdo de entrada e saida do trocador
de calor caldo/mosto para avaliacdo da recontaminacao do caldo resfriado
e mosto.

Métodos — plagueamento, bactérias totais, leveduras totais (saida do troca-
dor de calor).

2.3.5 Preparacao do caldo

A amostra é coletada nessa fase na tubulacao de saida da dgua para avaliar
a qualidade microbiolégica da agua usada na diluicdo do mosto, na entrada
do diluidor do mosto, para avaliar a qualidade microbiolégica do mosto apés
a adicao do mel e na alimentacao da dorna, para detectar a presenca de
contaminantes no mosto.

Métodos — plaqueamento, bactérias totais, leveduras totais.

2.3.6 Fermentacao

A amostra pode ser coletada antes da centrifugacdo para quantificar bac-
térias e leveduras e avaliar a necessidade da utilizacdo de produtos para

contribuir no controle microbiolédgico.

Métodos — microscopia para bastonetes, viabilidade celular, brotamento,
concentracao celular de leveduras, nivel de floculacao.
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2.3.7 Tratamento da levedura

A amostra é coletada para conhecer a viabilidade celular e a carga microbiana
de contaminantes que entram na fermentacao através do pé-de-cuba. Nos
processos de batelada, a coleta é feita no momento de envio para a dorna e
no processo continuo, na penultima caixa.

Métodos — microscopia para bastonetes, viabilidade celular, brotamento,
concentracao celular de leveduras.

Quadro 2.1: Analises microbiolégicas

Andlise de rotina
Pontos de amostragem . o .
Analise Frequéncia Andlise complementar

Plagueamento
- . 2 vezes/semana ;
1. Lavagem da cana Bactérias totais Leveduras totais
2 vezes/semana

pH
Plagueamento 2 vezes/semana » L.
q, . ; Bactérias formadoras de acido
Bactérias totais 2 vezes/semana L
2. Moagem : ) i Bactérias formadoras de goma
Microscopia p/ bastonetes 1 vez/dia .
) Leveduras totais
Delta pH 1 vez/dia
i Plaqueamento 1 vez/dia
3. Tratamento térmico L ; )
Bactérias totais 1 vez/dia
Plaqueamento 1 vez/dia
4. Resfriamento Bactérias totais 1 vez/dia
Leveduras totais 1 vez/dia
5. Preparacéo do caldo
) T Plagueamento 2 vezes/semana
5.1. Agua de diluicao q' . .
Bactérias totais 2 vezes/semana
Plaqueamento 2 vezes/semana
5.2. Mel Bactérias totais 2 vezes/semana
Leveduras totais 2 vezes/semana
Plagueamento 1 vez/dia
q, . . ) Delta pH
5.3. Mosto Bactérias totais 1 vez/dia ) ’
) ) Microscopia p/ bastonetes
Leveduras totais 1 vez/dia
Microscopia p/ bastonetes ~ 25% dornas Bactérias totais
Viabilidade celular processadas/dia Bactérias formadoras de acido
6. Fermentacdo Brotamento Bactérias formadoras de goma
Concentr. celular leveduras 1 vez/dia Leveduras totais
Nivel de floculacdo Coloracdo de Gram

Microscopia p/ bastonetes  10% cubas tratadas/dia
Viabilidade celular
7. Tratamento do fermento
Brotamento
Concentr. celular leveduras

Fonte: Adaptado de Faria, 2005
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Suspensdo de células de
leveduras obtidas apds a
centrifugacdo do vinho.

Agua de diluicao
Agua utilizada para diluir
a suspensao de células
de leveduras obtida por
centrifugacdo.



Resumo

Nessa aula, vimos as principais etapas do processamento da cana-de-acucar,
relacionadas a producao de acucar e de alcool. A partir desse conhecimento,
entendemos como a microbiologia pode ser aplicada nas diferentes etapas
dos processos de producao de acucar e alcool, por meio da utilizacao de
analises rotineiras no decorrer do processamento. Assim, compreendemos a
importancia da microbiologia para a producao de acucar e alcool, através do
controle e monitoramento desde a matéria-prima até o produto final.

Atividades de aprendizagem
1. Faca um fluxograma da producao de acucar e alcool.

2. Fale sobre a importancia da microbiologia aplicada a producao de acucar
e alcool.

3. Cite trés etapas de producdo em que podem ser feitas analises microbio-
l6gicas e descreva seus objetivos.
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Aula 3 — Microrganismos relevantes

em processos industriais de
producao de acucar e alcool

Objetivos

Apresentar 0s microrganismos presentes nos processos de producao
de alcool.

Identificar os principais contaminantes dos processos fermentativos.

Apresentar o uso de antibiéticos e bactericidas na fermentacao.

3.1 Leveduras Saccharomyces

Durante os processos fermentativos em usina sucroalcooleira, é comum
a presenca de microrganismos, que sao habitantes naturais do caldo. Em
processos industriais nas usinas de acucar e alcool, as leveduras do género
Saccharomyces tem sido amplamente utilizadas, por se tratarem de micror-
ganismos que apresentam os principais atributos desejaveis para uma cepa
de uso industrial, como: rapida transformacao de acucares em alcool, ati-
vidade celular em ambiente acido e alta tolerancia as condicbes dréasticas
(produto formado, osmotolerancia e grandes variacoes de temperatura).
Devido a essas caracteristicas, as leveduras tém larga aplicacao na industria
de biotecnologia, sendo utilizadas também na producao de bebidas, indus-
tria de panificacao, enzimas, entre outros.

O processo fermentativo nas industrias geralmente inicia-se com a intro-
ducdo de uma determinada levedura, previamente selecionada para a con-
ducdo de toda a producdo, mais comumente a Saccharomyces cerevisiae.
Os teores alcodlicos nas dornas de fermentacdo, em condicdes normais de
processo, nao permitem a sobrevivéncia de linhagens ndo Saccharomyces.
Mas ao longo do processo elas podem ser substituidas por microrganismos
contaminantes, como bactérias e leveduras selvagens, gerando perdas na
transformacao final do substrato em alcool.
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Figura 3.1: Levedura Saccharomyces cerevisiae
Fonte: http://visualsunlimited.photoshelter.com

3.2 Microrganismos contaminantes
3.2.1 Leveduras selvagens

Cabrini; Gallo (1999) apud Camolez; Mutton (2005), definiram levedura
contaminante como qualquer levedura presente no processo fermentativo
gue nao seja aquela selecionada para a conducao da producao de alcool,
gue atuam prejudicando a fermentacao, causando problemas operacionais
e aumentando o tempo de fermentacao.

A cana-de-acUcar utilizada como matéria-prima nas usinas sucroalcoolei-
ras, segundo estudos, contém inicialmente niveis de 10> a 10* de fungos
por grama de planta. Embora essas leveduras sejam habitantes naturais do
caldo, entre elas estdo leveduras que nao apresentam caracteristicas favora-
veis a sua permanéncia no ambiente hostil das dornas. Elas sdo eliminadas
naturalmente e na maioria das vezes ndo acarretam danos ao processo.

No entanto, as leveduras utilizadas como indculo no inicio da fermenta-
cao podem ser completamente substituidas por leveduras contaminantes
no decorrer da safra, também chamadas de leveduras selvagens. Isso causa
sérios prejuizos como a queda no rendimento, maior tempo de fermentacdo
no processo, problemas operacionais, formacao de espumas pelo aumento
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da viscosidade, etc. Contudo, alguns contaminantes podem apresentar
efeito contrario, com bom desempenho fermentativo, podendo ser selecio-
nados para atuarem como as leveduras do processo numa safra posterior.

Caso uma levedura isolada no final da safra seja diferente do inéculo introduzido
no inicio, deve-se analisar seus aspectos bioguimicos e microbiolégicos e verifi-
car as caracteristicas que permitiram seu predominio sobre outras populacoes.

3.2.2 Leveduras floculantes

Na fermentacao alcodlica industrial ocorre outro fendémeno importante
envolvendo as leveduras, conhecido como floculacao, que é um mecanismo
natural e reversivel de agregacao de células. Esse fendbmeno pode ser indu-
zido por varios fatores, como agentes quimicos, microbiolégicos e fatores
genéticos inerentes a propria célula.

As leveduras floculantes sao consideradas como contaminantes do processo,
pois causam sedimentacdo das células de leveduras nas dornas, levando a gran-
des dificuldades na fase de centrifugacdo, com perdas excessivas de fermento.

O mecanismo exato da floculacdo ainda nao é conhecido, mas sabe-se que o
meio de cultivo interfere no processo. Em anaerobiose, a floculacao é inibida
e em aerobiose, induzida.

Através de microscopia eletrdnica, sabe-se que as células floculantes apresen-
tam superficie fimbriada ou ciliada e as nao floculantes, relativamente lisa.

3.2.3 Bactérias contaminantes

Um processo de fermentacao considerado sadio trabalha com niveis de bac-
térias nunca menores que 10° células/ml. Assim como as leveduras nativas,
essas bactérias sao provenientes da matéria-prima. Por meio de técnicas
adequadas de controle tanto da matéria-prima, como da agua de lavagem
e extracao é possivel obter um caldo misto com ndmero de contaminantes
inferiores a 10" UFC/ml e cuja faixa de pH esteja em 5,5. Como ja vimos,
se esses cuidados nao forem observados, o nivel de contaminantes pode
aumentar drasticamente.

Um dos maiores problemas causados pela contaminacao bacteriana é o con-
sumo do aclcar existente (sacarose) por esses microrganismos, gerando per-
das na transformacao final em alcool e promovendo a formacdo de acidos
organicos, que ocasionam perda de acucar e intoxicacdo das leveduras. As
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bactérias contaminantes presentes no mosto ou nas dornas podem causar
fermentacoes secundarias, que levam a metabdlitos que inibem a atividade
das leveduras, como os acidos, entre eles o acético, o formico e o latico.

As bactérias contaminantes além de serem capazes de competir com a leve-
dura do processo, tém que apresentar caracteristicas que lhes permitam cres-
cer em condicoes de altos teores alcodlicos e alta acidez. Entre as espécies
de bactérias contaminantes nos processos fermentativos as predominantes
sao as Gram-positivas, dos géneros Bacillus, Lactobacillus e Leuconostoc. Em
determinadas concentracdes, essas bactérias levam a uma significativa queda
no rendimento alcodlico. O género Leuconostoc tem um papel importante
como contaminante, principalmente na producdo do aclcar. Essa bactéria
utiliza o acuicar do caldo para a producao de goma, prejudicando a producao.

Algumas bactérias contaminantes do género Lactobacillus podem provocar
a floculacao de leveduras, como, por exemplo, Lactobacillus fermentum,
levando a sérios problemas operacionais. Isso acontece provavelmente
devido a presenca de uma capa proteica de natureza gelatinosa sobre as
bactérias, que possibilitam sua fixacdo nas células de leveduras. Segundo
Rosales (1989), apud Angelis (2010), em seu estudo identificou 222 linhagens
que foram isoladas na fermentacdo alcodlica, assim distribuidas: Gram-
positivas (75,68%) e Gram-negativas (24,32%). Entre as Gram-positivas
estdo bastonetes (76,78%): Lactobacillus fermentum, L. brevis, L. canfusus,
L. plantarum, entre outros; Bacillus subtilis, B. coaqulans, B. megaterium,
B. firmus; e Sporolactobacilluscocos sp; e cocos (23,21%): Leuconostoc,
Micrococos e Staphylococcus. Entre as Gram-negativas estao Acetobacter,
Xantobacter, Pseudomonas, Acinetobacter e Enterobacter.

Figura 3.2: Leveduras sadias (do lado direito) e leveduras com bactérias contaminantes
(do lado esquerdo)
Fonte: http://microbio-vocesabia.blogspot.com/2009_12_01_archive.html
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3.3 Antibioticos e bactericidas

Como ja vimos, o controle de contaminacdes microbianas em processos fer-
mentativos é de suma importancia, visto que a presenca de contaminantes
durante a fermentacao causam uma série de problemas, interferindo na pro-
ducao, rendimento e produtividade.

Dentre as principais substancias conhecidas para a desinfeccao do mosto de
fermentacdo estdo antissépticos, como &cido sulfdrico, compostos fenéli-
cos, compostos clorados, quaternario de amdnio, aldeidos, e os antibidticos.
Estes Ultimos, além do emprego terapéutico, tem sido utilizados com sucesso
em industrias de fermentacao na inibicdo do crescimento de bactérias, sem,
no entanto, interferir na atuacao das leveduras. Entre os antibidticos mais
utilizados estao penicilina, virginiamicina, tetraciclina, cloranfenicol, além de
outros como Kamoran HJ®, Kamoran WP® e Corstan®.

Os antibioticos podem ser definidos como agentes quimioterapicos, obtidos
sinteticamente ou a partir de metabdlitos de microrganismos, capazes de
matar ou inibir o crescimento dos mesmos. Podem ser bactericidas, quando
provocam a morte das bactérias, ou bacteriostaticos, quando apenas inibem
seu crescimento. A concentracao inibitéria minima (CIM) é a menor concen-
tracao capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

Um dos fatores de maior limitacao da utilizacdo dessas substancias na indus-
tria esta na seletividade adquirida pelas bactérias, que podem se tornar resis-
tentes e menos sensiveis a sua acao. Devido a isso, deve se buscar o uso
racional dos antibidticos, selecionando o tipo e a dosagem mais adequada
para cada populacdo de bactérias.

Para evitar a resisténcia adquirida por bactérias a determinados antibiéticos
podem ser feitos em laboratério, testes para detectar a sensibilidade das
bactérias aos antimicrobianos. Por meio dessas avaliacoes é possivel escolher
guais sao os mais adequados para serem aplicados na industria sucroalcoo-
leira. Mas isso nos estudaremos mais adiante.

Antissépticos e antibioticos

No Brasil, ndo é usual a esterilizacdo do mosto para producao de éalcool.
Logo, o mosto apresenta uma populacao natural que compete com a leve-
dura pelo substrato, diminuindo o rendimento alcodlico. Quando se faz a
clarificacdo do caldo por aquecimento, hd uma reducdo dos microrganis-
mos, mas, nao é uma esterilizacdo. Ap6s a clarificacdo, o mosto é resfriado
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antisséptico

Produto que promove a
desinfeccdo em tecidos vivos
seja inibindo ou matando os
microrganismos.



e colocado em dornas sem cuidados para manter o ambiente livre de micror-
ganismos. Os antissépticos e antibioticos sao utilizados para o controle da
contaminacao, criando ambiente favoravel ao desenvolvimento das levedu-
ras. O acido sulfurico que se adiciona aos mostos é o antisséptico mais utili-
zado. Os bactericidas sdo empregados, em muitos casos, preventivamente.
Os antibidticos, especialmente penicilinas, devido ao preco mais elevado, séo
aplicados em algumas usinas, de maneira corretiva. A penicilina é um bom
inibidor de contaminacdes, devido as suas propriedades bacteriostaticas. Ela
é um bom inibidor de contaminacées, com emprego de 500 a 1000 U.I. por
litro de mosto, normalmente implicando em aumento de rendimento em
alcool. Cada processo apresenta necessidades especificas, existem também
culturas e habitos diferenciados, que definem o uso, ou nao de determinado
produto. Segundo Lima et al. (2001), antissépticos (exceto o acido sulfurico)
tém uso restrito, pois existe possibilidade de deixar residuos nos destilados.

Observacoes

O uso do processo Melle-Boinot, com tratamento acido do fermento, cen-
trifugas eficientes, caldo tratado termicamente, além de resfriamento mais
eficiente de dornas leva a uma substancial reducao na relacdo contaminante/
levedura. Nestas condicoes, embora possa haver acidente de fermentacao,
é dificil em termos técnicos e econdmicos, justificar o uso continuado de
antibidticos.

Leveduras < 108 cel/mL e contaminantes > 10°, pode-se usar antibiotico.

Fonte: http://www.scribd.com/doc/22805555/Unidade-VII-Fermentacao-Alcoolica

Resumo

Vimos nesta aula os microrganismos que sao comuns ao processo fermen-
tativo, como as leveduras do género Saccharomyces. Aprendemos sobre os
principais contaminantes envolvidos, entre os quais temos leveduras selva-
gens e bactérias. Vimos que a presenca desses contaminantes durante a
fermentacao é bastante prejudicial ao processo, ja que eles interferem na
producao, rendimento e produtividade. Diante desse problema, aprendemos
gue o uso de antibidticos e bactericidas tem se mostrado uma alternativa
eficiente para o tratamento das infeccées na fermentacao.
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Atividades de aprendizagem

1. Quais sdo os microrganismos geralmente introduzidos em usinas de pro-
ducao de alcool para iniciar o processo fermentativo? Quais sdo as van-
tagens apresentadas por esses microrganismos?

2. O que sao microrganismos contaminantes?

3. Cite os principais microrganismos contaminantes e as consequéncias
para o processo fermentativo.

4. Como podem ser combatidos os microrganismos contaminantes?
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Aula 4 - Meios de cultura

Objetivos

Definir meios de cultivo e apresentar nocdes dos principais tipos
existentes.

Caracterizar os diferentes meios de cultura e a finalidade de cada um.

Apresentar o preparo de meios de cultivo importantes utilizados
nos processos industriais de producao de alcool e suas aplicacoes.

4.1 Classificacao dos meios de cultura

O estudo de bactérias e leveduras exige o prévio isolamento e identificacdo
dos mesmos, e para tanto, sao utilizados diversos meios de cultura diferentes.

O cultivo de microrganismos, em condicoes laboratoriais, se da pela utili-
zacao de meios de cultura. Esses podem ser definidos como o conjunto de
nutrientes necessarios para haver multiplicacéo ou manutencao dos micror-
ganismos. Existe uma grande variedade de procedimentos e preparacoes
nutricionais utilizadas para induzir tal crescimento, de acordo com as exi-
géncias nutritivas e das condicoes fisicas requeridas pelos diversos tipos de
fungos e bactérias. Devido as grandes variacoes das necessidades nutritivas
dos microrganismos, os meios de cultura sdo bastante diferentes em sua
composicao. Quanto ao estado fisico, podem ser:

¢ Liquidos — sao desprovidos de agar.
e Sélidos — apresentam em sua composicao de 1,5 a 2,5% de agar.
e Semi-solidos — apresentam em sua composicao até 1% de agar.

De acordo com a sua composicao e os objetivos a que se destinam, os meios
de cultura podem ainda ser classificados em:
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agar

Um polissacarideo extraido de
algas, responsavel pelo aspecto
gelatinoso do meio solido. O
agar é mais usado que a
gelatina, pois, além de ndo ser
atacado pela grande maioria dos
microrganismos, nao é liquefeito
em temperaturas normalmente
usadas para o crescimento dos
microrganismos (em torno de 30
a 35°C).




Para saber mais sobre meios de
cultura, acesse:
http://www.e-escola.pt/topico.
asp?id=312

A
B

ald g

Assista as animacdes e saiba
mais sobre técnicas assépticas
de inoculacdo de microrganismos
e obtencdo de culturas puras em:
http://www.e-escola.pt/pagina_
popup.asp?id=913

http://www.e-escola.pt/topico.
asp?id=310

Basal — s6 possui 0s nutrientes basicos para o crescimento dos microrga-
nismos em geral.

De enriquecimento — é suplementado com nutrientes especificos para
0 microrganismo que se deseja pesquisar. Além disso, pode apresentar
agentes inibidores de determinados microrganismos, mas nao permite o
seu isolamento, pois é um meio liquido.

Seletivo — possui agentes inibidores de determinados microrganismos.
Permite a identificacdo e isolamento, pois € um meio sélido (permite a
visualizacdo de UFCs).

Diferencial — permite a diferenciacdo de uma espécie e outra pelo as-
pecto macroscopico de seu crescimento, como cor, textura, halo de he-
molise, etc.

Sintético ou quimicamente definido — sdo aqueles fabricados em la-
boratério, cuja composicao quimica pode ser absolutamente conhecida,
até mesmo em relagao aos micronutrientes.

Complexo — quando a composicao ndo pode ser quimicamente conhe-
cida, os meios de cultura sdo chamados complexos.

De transporte — sao aqueles utilizados para o armazenamento e ma-
nutencao temporaria de determinado material, cuja principal funcao é
manter a viabilidade dos possiveis microrganismos presentes.

Inoculacao é a transferéncia de um determinado ndmero de microrganismos
para um meio de cultura a fim de que estes se desenvolvam e permitam a
sua identificacdo. A inoculacdo em diferentes meios envolve varias técnicas
de semeadura.

As técnicas de semeadura sdo o método pelo qual se transfere in6culos de
um meio de cultura ou material a ser analisado para um outro meio de
cultura. Para garantir que apenas o microrganismo desejado seja semeado,
sao utilizadas as técnicas assépticas (procedimentos que devem ser adotados
visando a ndo contaminacao de materiais, meios e culturas, para obtencao
de culturas puras).
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Para a contagem de bactérias em geral, varios meios de cultivos podem ser
utilizados, como: agar-nutriente, dextrose-triptona agar, agar-leite desna-
tado, agar-suco de tomate, MRS-agar, etc. Ja para a contagem de leveduras,
0s meios mais comumente utilizados sao: extrato de levedura-peptona-dex-
trose-agar, extrato de malte e dgar-batata-dextrose. A maior parte dos meios
de cultura esta disponivel comercialmente na forma desidratada e para seu
uso, faz-se a dissolucdo em agua e esterilizacao.

Os meios de cultura diferenciais ou seletivos para isolamento e quantificacdo
de populacbes de leveduras contaminantes baseiam-se em caracteristicas
fisiolégicas comuns as leveduras selvagens, mas ausentes em linhagens ini-
ciadoras do processo da fermentacdo. Dentre essas, destacam-se as nutri-
cionais (variacoes nas fontes de carbono, nitrogénio e nos fatores de cresci-
mento) e resisténcia a certos compostos como antibidticos e corantes.

Entretanto, um Unico meio ndo é totalmente satisfatério para a avaliacao de
todas as leveduras presentes, sendo, portanto necessario o emprego de varios
tipos de meios quando se pretende detectar a maioria das leveduras presentes.

4.2 Preparo de meios de cultivo
Apresentaremos aqui uma breve nocao dos meios de cultura mais utilizados
para analises microbioldgicas em processos fermentativos e o seu preparo.

Na contagem de bactérias totais, recomenda-se a utilizacdo de meio de cul-
tivo a base de extrato de levedura triptoma-dextrose-agar (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Extrato de levedura triptona-dextrose-agar (PCA - Plate Count Agar)

Extrato de levedura 25¢g
Triptona 509
Dextrose 1,09

Agar 15049
Agua destilada 1000 ml

Fonte: Amorin, 2000

Na contagem de leveduras totais, o meio WLN (Tabela 4.2) é um dos meios
de cultivo mais indicados, porém é importante considerar que os ingredien-
tes assinalados com asterisco devem ser incorporados ao meio na forma de
solucdes previamente preparadas.
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Tabela 4.2: WLN (WL Nutrient Medium)

Extrato de levedura 0449
Caseina hidrolisada 05¢g
Glicose 504¢
Fosfato monopotassico® 55,0 mg
Cloreto de potéssio* 42,5mg
Cloreto de célcio® 12,5mg
Sulfato de magnésio® 12,5mg
Cloreto férrico® 0,25¢g
Sulfato de manganés* 0,259
Verde de bromocresol 2,2 mg
Acido nalidixico* 5,0 mg
Agar 2,09
Ampicilina* 5,0 mg
Agua destilada q.5.9. 100 ml

Fonte: Ceccato-Antonini, 2004

Para a enumeracao e o isolamento de leveduras resistentes a cicloheximida,
recomenda-se o meio de cultivo WLD (WL Differential Agar) que é obtido
por adicdo do agente antifungico cicloheximida, na forma de solucédo, ao
meio WLN, para uma concentracao final de 5 ppm.

Para a enumeracao e o isolamento de bactérias produtoras de acido (Pour
Plate) recomenda-se o meio de cultivo para Lactobacillus (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Meio para Lactobacillus — MRS (seg. Man. Rogosa y Sharpe) -

modificado

Peptona universal 10,0 g
Extrato de carne 5049
Extrato de levedura 504¢

D* glucose 20,09
Di-potassio hidrogenado fosfato 2,0g
Polioxietilensorbitan monooleato (Tween 80) 1,09
Acetato sodio 5049
Sulfato magnésio 019
Sulfato manganés 0,05¢g

Agar 12,04

Agua destilada 1000 ml

Fonte: Mello, 2004

Para a enumeracao e o isolamento de bactérias produtoras de goma (por
superficie), recomenda-se o meio de cultivo para Leuconostoc (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Meio para Leuconostoc (Mayeux e Colmer, 1961)

Extrato de levedura 20,09
Proteose-peptona 5049
Dextrose 10,09
Fosfato de potéssio monobésico 20g
Agar 15,0 g

Agua destilada 1000 ml

Fonte: Amorim, 2000

Para a enumeracao e o isolamento de leveduras nao pertencente ao género
Saccharomyces, recomenda-se o meio de cultivo de Lisina (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Meio de Lisina

Bacto yeast carbon base 1,17 mg
Lisina 0,109

Agar 209

Acido nalidixico 5,0 mg
Ampicilina 5,0 mg

Agua destilada q.5.g. 100 ml

Fonte: Ceccato-Antonini, 2004

Observacao
Os antibidticos serao incorporados ao meio na forma de solucoes.

Para a enumeracao e o isolamento de leveduras selvagens do género
Saccharomyces, recomenda-se o meio de cultivo LWYN (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: LWYN (Lin Wild Yeast Medium)

Extrato de malte 0,20 g
Extrato de levedura 0,40 ¢
Peptona 0,209
Glicose 1,00 g
Fosfato de potassio bibasico 0,10 g
Cloreto de amonio 0,059
Agar 2,009

Violeta cristal® 0,6 mg
Mistura fucsina-sulfito 0,01g
Acido nalidixico* 5,0 mg
Ampicilina* 5,0 mg
Agua destilada q.5.g. 100 ml

Fonte: Ceccato-Antonini, 2004
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Observacao

Os ingredientes assinalados com asterisco serao incorporados ao meio na
forma de solucdes. A mistura fucsina-sulfito € composta de 1 parte, em peso,
de dextrina, 4 partes de fucsina basica e 25 partes de sulfito de sédio anidro.

Para a enumeracao e o isolamento de bactérias recomenda-se o meio de
cultivo Agar nutriente (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Agar nutriente

Peptona 59
Extrato de carne 3g
Cloreto de sédio 1g

Agar 204
Agua destilada q.5.9. 1000 ml

Fonte: Ceccato-Antonini, 2004

Para a contagem de bactérias totais na fermentacao (Pour Plate) reco-
menda-se o meio de cultura MSS (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: MSS (meio de melaco-sacarose-extrato de levedura)

Melaco 50,0 g
Sacarose 75,09
Peptona 1,09

Extrato de levedura 109
K:HPO4 1,09
9(NH4)2504 109
Agar 15,09
Agua destilada 1000 ml

Fonte: Mello, 2004

Importante
Todos os meios de cultura devem ser esterilizados em autoclave a 120°C por
20 minutos, a 1 atm.
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Resumo

Nessa aula, aprendemos sobre meios de cultura. Vimos que estes podem
apresentar uma grande variacdo, quanto ao estado fisico e quanto a sua
composicao, de acordo com a necessidade dos microrganismos e os objeti-
vOs a que se destinam. Para se obter resultados seguros e eficientes quando
se trabalha com meios de cultura é importante observar técnicas assépticas
de inoculacao e semeadura. Por fim, estudamos o preparo de meios de cul-
tivo importantes utilizados nos processos industriais de producao de alcool e
suas respectivas aplicacoes.

Atividades de aprendizagem
1. O que sao meios de cultivo?
2. Quanto ao estado fisico, como os meios de cultura podem ser divididos?

3. Quanto a composicao e aos objetivos a que se destinam, cite trés exem-
plos de meios de cultura.

4. Preencha as lacunas de acordo com o meio de cultivo adequado:
a) Meio de Lisina.

b) PCA — Plate Count Agar.

¢) Meio para Leuconostoc.

d) WLN.

() Meio de cultivo para isolamento de leveduras nao pertencentes ao
género Saccharomyces.

() Meio de cultivo para contagem de leveduras totais.
() Meio de cultivo para bactérias produtoras de goma (por superficie).

() Meio de cultivo utilizado na contagem de bactérias totais.
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Aula 5 - Técnicas de coloracao e de
contagem microbioldgica

Objetivos
Conhecer as principais técnicas de coloracdo de microrganismos.
Conhecer a técnica de coloracao de Gram e sua aplicacao.

Conhecer as técnicas basicas de contagem microbioldgica.

5.1 Técnicas de coloracao de microrganismos
A observacdo de microrganismos apresenta alguns fatores limitantes, como
o fato de possuirem tamanhos reduzidos e serem praticamente incolores.
Por isso, a maioria dos microrganismos para serem visualizados ao micros-
copio optico devem ser previamente corados. Antes disso, 0 microrganismo
deve ser fixado a lamina, realizando-se a secagem por simples exposicao ao
ar e, em sequida, rapida passagem da lamina pela chama do bico de Bunsen.

Os corantes podem ser acidos ou basicos. A célula bacteriana atrai corantes
basicos. Os corantes basicos mais comuns sao: cristal violeta, azul de meti-
leno, fucsina e safranina.

Quanto aos tipos de coloracao temos:

a) Coloracoes simples — promovem a coloracdo indistinta das bactérias,
facilitando a visualizacdo da forma das células bacterianas. Exemplo: co-
loracdo com azul de metileno.

b) Coloracées diferenciais — as células bacterianas sao expostas a alguns
corantes, em uma determinada sequéncia, interagindo diferentemente
com as estruturas presentes nas diferentes bactérias, permitindo a dife-
renciacao de grupos bacterianos. Exemplo: coloracdo de Gram; colora-
cao de Ziehl-Neelsen (BAAR).
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Para saber mais sobre técnicas
de coloracdo Gram, acesse:
http://www.biomedicina3l.

com/2009/08/coloracao-de-
gram.html

Para saber mais sobre contagem
de células totais pela camara de

Neubauer, acesse:
http://www.e-escola.pt/topico.

asp?id=235&ordem=2

c) Coloragoes especiais —sdo aquelas utilizadas para corar e identificar partes
ou estruturas especificas das bactérias, como: esporo, capsula, flagelo, gra-
nulos, e outras estruturas. Exemplo: na coloracdo de Fontana-Tribondeau
emprega-se o0 espessamento de bactérias espiraladas com prata.

5.1.1 Coloracao de Gram

A coloracao de Gram é um método muito utilizado na identificacdo de bac-
térias, separando-as em dois grandes grupos: bactérias Gram-positivas (+) e
bactérias Gram-negativas (-). Estas podem ser diferenciadas por variacdes na
estrutura da parede celular. Assim a parede celular de bactérias ditas Gram
(+) é formada por um camada espessa de peptidoglicano, enquanto que a
parede celular de bactérias Gram (-) é formada por uma camada fina de pep-
tidoglicano, rodeada por uma camada externa de lipopolissacarideo e pro-
tefna. E um método de coloracéo diferencial, baseado nas diferencas de per-
meabilidade destas membranas aos reagentes quimicos. Nessa técnica sao
utilizados um corante primario (cristal violeta), um contracorante (safranina)
e uma solucdo de lugol, denominada de mordente, pois se combina com
o cristal-violeta para formar um composto colorido insoltvel. O mordente
intensifica a cor por ser capaz de aumentar a afinidade do corante com a
molécula alvo. Ap6s a formacao do complexo cristal-violeta-lugol é feita a
descolorizacao com alcool. Em seguida, aplica-se o contracorante safranina.

As células que resistem a descolorizagao e retém o complexo cristal-violeta-
lugol, apresentam-se coradas de azul-violeta forte e sdo chamadas Gram-
positivas (+). Aquelas que se descolorizam pela perda do complexo, aceitam o
corante safranina e ficam vermelhas, sao as denominadas Gram-negativas (-).

Gram positiva Gram negativa

Fixacao

Cristal violeta

Tratamento com lugol

Alcool - acetona

Corante de contraste
safrinina

Figura 5.1: Método de coloracdo Gram
Fonte: Adaptado de http://pathmicro.med.sc.edu/fox/gram-st.jpg
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5.2 Técnicas basicas de contagem

microbioldgica

Para acompanhar o crescimento de uma populacdo microbiana e poder
quantifica-la podem ser utilizadas algumas técnicas de contagem de micror-
ganismos. A contagem de microrganismos em uma determinada amostra
pode ser realizada por meio de diferentes métodos.

a)

b)

Contagem direta ou microscopica — técnica de contagem utilizada
para quantificar o numero total de células em uma populacao de micror-
ganismos. A vantagem desse método é a rapidez, no entanto nao per-
mite a diferenciacao de células vivas e mortas. Além disso, s6 é possivel
contar particulas que estejam em valores superiores a 104/ml, enquanto
a contagem em placas pode avaliar nimeros bem inferiores (até 30/
ml). Pode ser feita através de camaras de contagem por observacao em
microscopio ou ainda por contagem eletrénica.

Contagem de microrganismos viaveis em placa — técnica de con-
tagem por meio da semeadura de bactérias e/ou leveduras em placas
(“Pour Plate” ou superficie), para estimar o nimero de células viaveis,
isto é, capazes de se reproduzir, em um meio de cultura adequado. Cada
coldnia crescida numa placa corresponde a uma unidade formadora de
colénia (UFC) proveniente do material.

Devido a grande variagao do numero de microrganismos em uma amostra,
a sua contagem torna-se muitas vezes impossivel. Para reduzir o nimero de
células na amostra e possibilitar a contagem sao usadas técnicas de diluicao
(Figura 5.2). Para uma maior precisao da analise somente deverado ser conta-
das as placas com numero de col6nias entre 30 e 300.
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Diluicao

Assista a animacdo e saiba mais
sobre a técnica de contagem

de vidveis utilizando o método
das diluicbes sucessivas em:
http://www.e-escola.pt/topico.
asp?id=235&ordem=3
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Figura 5.2: Técnica de contagem em placa com diluicao
Fonte: CTISM
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)

d)

Semeadura em profundidade ou “Pour Plate" — depois de prepara-
das as diluicdes, estas sao inoculadas em quantidades de 0,1 ou 1,0 ml
em placas de Petri estéreis, utilizando-se duas placas para cada diluicao.
Ap6s colocar o material (amostra em estudo) na placa, agrega-se de 10
a 15 ml do meio de cultura fundido e resfriado a temperatura de 45°C,
agitando-se em movimentos rotativos. As placas assim preparadas de-
vem ser incubadas a temperatura e condicbes recomendadas, devendo
ser colocadas em posicdo invertida na estufa. Apods incubacéo realizar a
contagem, utilizando contador de col6nias.

Semeadura em superficie — ap6s preparar as placas com meio de cultu-
ra (15 ml) e uma vez preparadas as diluicdes escolhidas semeia-se 0,1 ml
de cada uma das diluicbes, utilizando-se também duas placas por cada
diluicdo. Distribuir toda aliquota semeada com uma alca de Drigalski.
Levar a incubacao nas mesmas condicoes descritas acima.

Figura 5.3: Alca de Drigalski
Fonte: http://www.seelen-care.dk/drigalski-spatel-glas.aspx

A seguir veja o Quadro 5.1 contendo as regras para interpretar a contagem
de colbnias:
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Quadro 5.1: Normas para contagem de colonias

Interpretacéao

1. Duas placas da mesma
diluicdo apresentam entre
30 e 300 col6nias.

2. Em uma mesma diluicdo
uma placa apresenta entre
30 e 300 coldnias e outra
< 30 ou > 300. Contar as
duas placas.

3.As placas de 2 diluides
consecutivas apresentam
entre 30 e 300 colnias.
Contar as 4 placas.

4. Nao tem col6nias nas
placas da suspensdo mais
concentrada.

5. Duas placas da diluicao
mais alta apresentam
mais de 300 coldnias.
Dividir as placas de forma
radial (2, 4, 8) e contar o
ntimero de colonias por
seccao.

6. Presenca de colonias
disseminadas em uma
area menor que a metade
da placa. Contar a outra
metade.

Exemplo
Diluicdo 107
Placa 1 =180
Placa 2 = 140

Diluicdo 107
Placa 1=70
Placa 2 = 26

a) X Dil. 10° =35
XDil. 102 = 250

b) X Dil. 10° =38
XDil. 102 =150

Diluicdo 10"
Placa1=<1
Placa2 =<1

a) Diluicdo 107
Placa 1= 180em 1/4
Placa 2 = 160 em 1/4

b) mais de 200 em 1/8

Diluicdo 107

Placa 1 (metade) =
60 X 2

Placa 2 = 180

Fonte: Ceccato-Antonini, 2004

Resumo

Calculo

Média aritmética
X =160

Média aritmética
X=148

Relagdo 107/102
35000/25000 =

Se < que 2, tomar a
média

Relagdo 107/102
38000/15000 =

Se > que 2, tomar o
ndmero maior

X=1
Média aritmética
180 X4 =720

160 X 4 = 640
X =680

> 200 em 8 = 1600

Média aritmética
X=150

Reporte

Contagem 'standard’
em placa:
16 x 10°

Contagem 'standard’
em placa:
48 x 10?

Contagem 'standard’
em placa:
30x 10°

Contagem 'standard’
em placa:
15x 10

Contagem estimada
em placa:
< 1x10

Contagem estimada
em placa:
68 x 104

Contagem estimada
em placa:
> 16x 10°

Presenca de colonias
disseminadas:
15x 10°

Estudamos nessa aula sobre as técnicas de coloracao de microrganismos,
gue sao utilizadas com o propdsito de visualiza-los e identificar as suas pro-
priedades. Vimos os principais tipos de coloracdo existentes, dando énfase
a coloracdo de Gram e a sua aplicacdo. Aprendemos ainda algumas téc-
nicas de contagem de microrganismos, frequentemente empregadas para
acompanhar e quantificar o crescimento de populacées microbianas, como
a contagem direta e a contagem em placas.
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Atividades de aprendizagem =0
1. Quais os tipos de coloracao existentes?

2. Para qual finalidade a coloracdo de Gram ¢é utilizada?
3. Descreva resumidamente a técnica de coloracdo de Gram.

4. Apos ter acessado o texto sobre contagem direta ao microscépio, discor-
ra sobre as limitacoes desse método.

5. Qual o objetivo de proceder as diluigdes sucessivas na técnica de conta-
gem de viaveis?
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Aula 6 — Métodos microbiolégicos
aplicados a producao de alcool

Objetivos

Conhecer as principais técnicas de monitoramento microbiol6gi-
co no processo industrial de producao de alcool, seus objetivos e
aplicacoes.

Apresentar os principais testes de deteccao de bactérias e levedu-
ras contaminantes, testes de sensibilidade de bactérias a antimi-
crobianos, caracterizacdo de Bacillus e Lactobacillus, entre outros
procedimentos.

6.1 Leveduras

6.1.1 Determinacao da viabilidade celular,
concentracao celular e brotamento em
leveduras

Viabilidade celular — indica a porcentagem de leveduras vivas em relacao
ao total de leveduras.

Concentracao celular — numero de leveduras vivas por ml da amostra.
Brotamento — porcentagem de leveduras vivas que estao se multiplicando.

Até o momento, ndo se conhece um método absoluto para determinacao da
viabilidade celular de uma populacao de células de levedura, cujos resultados
possam ser considerados totalmente seguros. Entretanto, métodos baseados
no plagueamento ou contagem direta tém sido utilizados para estimar a
proporcao de células vidveis em uma cultura ou processo fermentativo. Os
métodos de contagem direta sdo rapidos e simples e permitem, simultanea-
mente, a observacao da morfologia celular.

Atolerancia da levedura ao seu produto de fermentacao, o etanol, é bastante
significante em relacao a eficiéncia de producao de alcool em fermentacoes
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em escala industrial. A presenca de alcoois superiores (n-butanol, isoamilico),
acidos graxos e seus ésteres mesmo em baixas concentracoes, juntamente
com o etanol, intoxicam a célula da levedura levando-a a morte e conse-
guentemente diminuindo a viabilidade celular. Portanto, a determinacao
da viabilidade celular é um aspecto de grande importancia no controle da
fermentacao alcodlica, pois pode indicar se o desempenho do processo sera
satisfatério ou ndo. Quanto maior esse numero, melhor sera o desempenho.

Os métodos mais empregados na determinacao da viabilidade celular nos
processos de producao de levedura (fermento prensado) e fermentacao
alcodlica (alcool) sdo a coloracao das células da levedura com azul de meti-
leno ou eritrosina e o cultivo por plagueamento.

6.1.1.1 Técnica de coloracao com azul de metileno ou
eritrosina

A técnica de coloracdo com azul de metileno consiste em se misturar partes
iguais da suspensdo de levedura (amostra), adequadamente diluida, e da
solucdo corante (azul de metileno). As células com alta atividade fisioldgica
nao se colorem, enquanto as células inativas (mortas) apresentam-se colo-
ridas de azul. A técnica de coloracdo com eritrosina é a mesma, entretanto,
nesse caso, as células nao viaveis colorem-se de rosa intenso. A porcenta-
gem ou o numero de células viaveis é determinado transferindo-se com uma
pipeta de Pasteur a amostra para a camara de Neubauer.

O

0O

Figura 6.1: Determinacao da viabilidade celular de leveduras com azul de metileno
Fonte: Ceccato-Antonini, 2004
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Objetivo — determinar a viabilidade celular, o brotamento e a populacao de
leveduras.

Material — camara de Neubauer, pipeta de Pasteur, pipetas graduadas de
1ml, tubos de ensaio, agitador para tubos, laminulas (24 x 24), microscépio.

Reagentes — azul de metileno ou eritrosina, solucao tampao, agua destilada
esterilizada.

Procedimento — fazer a diluicdo da amostra, se necessario, em um tubo de
ensaio (1:10, 1:15, 1:20, 1:40) conforme o caso especifico de cada unidade.
Misturar partes iguais de amostra e solucdo corante, homogeneizando a
mistura em agitador de tubos. Em seguida, preparar a camara de Neubauer,
fixando a laminula adequada e com auxilio da pipeta de Pasteur, transferir
um pequeno volume da amostra preparada. Levar ao microscépio optico e
com a objetiva de 40x, fazer a contagem das células coradas, células nao
coradas e brotos. Contar 10 quadriculos de 2 colunas, de preferéncia, a
segunda e a quarta. Considerar todas as células que estao no interior deles
e as que estdo até 2/3 para dentro. A diluicao é feita de modo que se tenha
de 40 a 50 células por quadriculo.

Observacgao — considerar como broto as células menores que a metade do
tamanho da célula mae.

Calculos

Viabilidade (%) = (nimero de células ndo coradas (vivas) / nimero total de
células) x 100

N° total de células/ml = n° células nos 10 campos x 2,5 x diluicao x 100

ou

N° total de células/ml = n° células nos 100 reticulos x 4 x diluicdo x 100

Brotamento por reposicao (%) = (n° brotos nao corados / n° total de células
nao coradas) x 100
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6.1.1.2 Plaqueamento por profundidade (Pour Plate) e
diluicao em série

A semeadura em placas ou plagueamento revela o niumero de células de
leveduras capazes de se multiplicarem e formarem colénias em meios de
cultivo apropriados e sob condicbes de incubacao adequadas. Cada col6nia
desenvolvida supde-se ter sido originada a partir de uma unidade viavel, a
qual pode ser uma célula ou mais. O resultado depende da capacidade do
organismo se desenvolver nas condicbes dos meios de cultivo. Como con-
sequéncia, essa técnica da uma estimativa da populacao da amostra, ja que
somente as células viaveis serao quantificadas.

Como para uma maior precisdo da analise somente deverao ser contadas
as placas com numero de col6nias entre 30 e 300, uma diluicdo da amostra
deverd ser feita antes de se proceder a sua mistura com o meio de cultura.

Objetivo — avaliar o nUmero de microrganismos, usando-se meios de cultivo.

Material — placas de Petri, tubos de ensaio, pipetas graduadas (1 ml), suporte
para tubos, alca de Drigalsky, agitador para tubos, contador de colonias,
estufa, banho-maria, termémetro, bico de Bunsen.

Reagentes — agua de diluicao, meios de cultivo especificos.

Procedimento — coletar 1 ml da amostra (suspensdo de células) e transferir
para um tubo de cultura com 9 ml de agua ou solucao salina esterilizada
(diluicdo 1:10 ou 10"). Homogeneizar em agitador de tubos. Em seguida,
pipetar 1 ml da diluicdo anterior para outro tubo com 9 ml de agua ou
solucado salina esterilizada, obtendo-se uma diluicdo 1:100 ou 102, Diluicdes
maiores podem ser obtidas tomando-se 1 ml de cada diluicao sucessiva e
colocando em tubos com 9 ml de dgua ou solucao salina, até se atingir a
diluicdo desejada. Apds a diluicdo mais conveniente, fazer a semeadura em
placas de Petri, pipetando 1 ml e adicionando-se o meio de cultivo ade-
quado liquefeito e resfriado a uma temperatura de 45-46°C. Agitar a placa
com movimentos horizontais (para direita e para esquerda) para distribuir
as células com uniformidade (plaqueamento em profundidade). Semear no
minimo 2 placas de cada diluicdo e escolher 3 diluicdes. Incubar a 32°C por
24-48 horas.

Alternativamente, pode-se proceder ao plagueamento em superficie. Inicial-
mente colocar o meio de cultura (WLN) nas placas de Petri, esperar a solidifi-
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cacao e a sequir, pipetar 0,1 ml espalhando o in6culo com auxilio da alca de
Drigalsky (plaqueamento em superficie).

Fazer a contagem de cada placa e para estimar o numero de col6nias, esco-
lher as placas que apresentem de 30 a 300 colbnias. Calcular a média das
coldnias das duas placas e multiplicar pelo fator de diluicdo para se obter o
numero de colénias. Se for utilizado o plagueamento em superficie, multi-
plicar por 10.

Calculo — N° de colbnias na placa x indice de diluicdo da amostra = n° de
UFCs de leveduras/ml

A contagem deve ser expressa em numero de unidades formadoras de col6-
nias por mililitro ou grama de amostra (UFC/mL ou UFC/g) e o resultado
expresso em apenas dois digitos (Exemplo: 0,0 x 10x).

6.1.2 Meios seletivos para deteccao de leveduras
selvagens

A diferenciacdo entre a levedura alcodlica (processo) e a levedura contami-

nante (selvagem) pode ser detectada pela utilizacdo de meios seletivos ou

diferenciais.

Como ja vimos anteriormente, os meios de cultura diferenciais ou seletivos
podem ser usados para isolamento e quantificacdo de populacdes de leve-
duras contaminantes e baseiam-se em caracteristicas fisioldgicas comuns as
leveduras selvagens, mas ausentes em linhagens iniciadoras do processo de
fermentacdo, ou seja, 0 meio empregado permite somente o desenvolvi-
mento da levedura contaminante. Entretanto, um Unico meio nao permite a
avaliacao de todas as leveduras presentes, ja que todos apresentam variacoes.
De modo geral, os meios seletivos ou diferenciais podem ser classificados em:
meios para deteccdo de leveduras contaminantes nao Saccharomyces (WLD,
LWYN, meio de lisina) e meios para deteccao de leveduras contaminantes
Saccharomyces (LWYN).

Procedimento — coletar as amostras em frascos estéreis e homogeneizar
cuidadosamente, transferindo 10 ml das amostras para tubos de centrifuga
estéreis, assepticamente. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Descartar
os sobrenadantes, adicionando-se em seguida solucao salina estéril para res-
suspensao das células. Centrifugar as amostras novamente, desprezando-se
os sobrenadantes e ressuspendendo-se as células a um volume final de 10
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ml com solucdo salina estéril. Apds a recomposicao do volume inicial, fazer
a diluicao em série das amostras. Utilizar o plagueamento em duplicata para
duas diluicoes, de cada amostra, em cada um dos meios a serem analisados:

WLN - diluicbes 107 e 10%.

WLD - plaqueamento direto e 10",

Lisina Agar — plaqueamento direto e 107
LWYN - plagueamento direto e 10"

Utilizar a técnica de espalhamento de 0,1 ml da suspensao de células em
superficie e incubar as placas a 28°C por 72 horas. Realizar as contagens das
coldnias.

6.2 Bactérias

6.2.1 Contagem direta ao microscopio optico

Essa técnica é mais adequada para a contagem de bastonetes, embora
outros tipos de bactérias (cocos) possam ser contados. Pode ser aplicado
na contagem de bastonetes em amostras de caldos primario e misto, vinho
(em fermentacdo ou no final de fermentacao) e levedo tratado ou ndo. E um
método rapido, de precisao relativa, sendo mais seguro e preciso quando o
numero de bastonetes/ml da amostra esta entre 106 e 107.

Obijetivo — avaliar a contaminacdo em amostras de caldos primaria e mista,
vinho (em fermentacao ou no final de fermentacao) e levedo tratado ou né&o,
por meio da contagem de bastonetes.

Material — pipetas graduadas (1 ml, 0,1 ml); laminas (26 x 76 mm); lami-
nulas (22 x 22 mm ou 20 x 20 mm); tubos de ensaio; agitador para tubos;
microscopio.

Reagentes — azul de metileno; sulfato azul de nilo.

Procedimento — a amostra de caldo deve ser filtrada em algodao para
eliminar as impurezas solidas. J& a amostra da dorna é utilizada da forma
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como é coletada. As amostras de vinho e de levedo devem ser previamente
diluidas para que a visualizacdo ao microscépio nao apresente mais que 3
a 5 bastonetes por campo. Misturar em tubo de ensaio partes iguais de
corante azul de metileno/sulfato azul de nilo e da amostra a ser analisada e
homogeneiza-los em agitador para tubos. Transferir 0,003 ml dessa mistura
para uma lamina de vidro, colocando sobre essa uma laminula, sem formar
bolhas. Apés o preparo da lamina, observar ao microscépio éptico com a
objetiva de imersao (100x) e fazer a contagem dos bastonetes nao corados
(vivos). As células vidveis aparecerao incolores e as ndo viaveis coloridas de
azul intenso. O numero minimo de campos a serem contados depende da
amostra analisada, variando de 50 a 100. Exemplos:

e (Caldo primario e misto = 70 campos.
e (Caldo clarificado e mosto = 100 campos.

e Vinho e levedo tratado = 50 campos.

4
N 4

Figura 6.2: Contagem direta de bastonetes viaveis e nao viaveis
Fonte: CTISM

Calculo — N° bastonetes/ml = FM x 1 / volume da amostra x M x D

Onde: FM = fator do microscépio (area preparacao da laminula / drea do
campo do microscépio)
M = total de bactérias vivas / n°® campos contados
D = diluicdo usada
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Para saber mais sobre a técnica,
acesse:
http://www.e-escola.pt/topico.
asp?id=306&ordem=5

6.2.2 Plaqueamento e diluicao em série

O método de contagem de bactérias por plagueamento é o mesmo usado
para as leveduras. Pode ser utilizado para qualquer amostra, como: mosto,
vinho, leite de leveduras turbinado e tratado (concentrado de leveduras
obtido ap6s centrifugacdo), dgua, etc., modificando-se apenas as diluicdes,
que variam de acordo com o material analisado e seu indice de contaminacao.

6.2.3 Coloracao de Gram
Obijetivo — diferenciar bactérias tanto de suspensdes liquidas como de col6-
nias de cultivos solidos, por meio de reacdes tinturiais da parede celular.

Procedimento - preparo da lamina

e Amostra liquida — com a alca de platina, espalhar a suspensao em exa-
me numa lamina limpa e seca. Deixar secar e fixar por aquecimento.
Deixar esfriar.

e Cultivo sélido — colocar uma gota de agua sobre uma lamina de vidro.
Com a alca de platina, retirar uma pequena porcao da colénia em cultura
sélida e emulsiona-la na gota, para obter uma suspensao uniforme. Espa-
lhar até obter um esfregaco fino. Deixar secar em temperatura ambiente,
nao levando diretamente a chama, para ndo modificar a morfologia dos
microrganismos.

Antes de corar, deixar que a lamina esfrie completamente.

Coloragao — cobrir o filme fixado com o corante cristal-violeta, deixando
agir por 2 minutos e depois lava-lo para retirar o excesso. Em seguida cobrir
o esfregaco com solucdo de iodo (lugol), que atuara como o mordente, dei-
xando agir por mais 1 minuto e lavando-o. Neste momento, ambas as bac-
térias Gram-positivas e Gram-negativas adquirem cor purpura. A lamina é
lavada sucessivamente com alcool a 95% ou com uma solucao de alcool-ace-
tona, até que a solucdo escorra da lamina sem nenhuma coloracdo, pois
estes atuam como descolorantes. Lavar em agua corrente. Fazer uma con-
tracoloracao com safranina, por 1 minuto, lavando-a em seguida. Deixar a
lamina secar e examina-la ao microscépio. As bactérias Gram-positivas retém
0 corante purpuro, mesmo apés a lavagem com alcool, apresentando-se
coloridas de azul-violeta intenso. Ja as bactérias Gram-negativas aparecem
na cor vermelha, pois retém o contracorante safranina.
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Observacao
e Essa técnica ndo se aplica a microrganismos que sofreram danos fisicos
na membrana (acdo do calor).

e As células jovens tém maior afinidade pelos corantes, por isso é reco-
mendavel utilizar cultivos de 18 a 24 horas para obtencao de melhores
resultados.

6.2.4 Caracterizacao de Bacillus e Lactobacillus
Esses dois géneros de bactérias podem ser diferenciados por meio de
alguns testes, como: coloracao de Gram, deteccao de esporos, motilidade
e catalase. Antes de procedé-los é necessario o isolamento da cultura. Para
isso, verter o meio de cultivo com inibidor de leveduras em placas de Petri,
levando a estufa a 35°C por 48 horas. Isolar os diferentes tipos de colénia,
transferindo-as com agulha para meio de cultivo liquido. Incubar em estufa
por 24 horas e esfriar novamente, incubando em seguida por 24-48 horas.
Se for observado s6 um tipo de colénia, o microrganismo esta isolado; se
nao, proceder a nova purificacao.

6.2.4.1 Técnica de coloracao para identificacao de esporos
De maneira geral, as bactérias dos géneros Bacillus e Clostridium sao capazes
de formar estruturas de parede espessa, denominadas esporos ou endospo-
ros, que lhes conferem extrema resisténcia a situacdes adversas, podendo
sobreviver por longos periodos de tempo. Quando encontram-se em condi-
cOes favoraveis, esses esporos germinam, dando origem a uma nova célula.

O processo fermentativo pode ser bastante prejudicado pela presenca des-
sas formas resistentes, que podem germinar, aumentando sensivelmente a
carga bacteriana, comprometendo toda a producao.

A deteccao de esporos é um método de controle importante dentro da indus-
tria sucroalcooleira. Pode ser feita por meio de cultivo em placas, depois de
germinadas, ou por contagem direta ao microscépio. A técnica de coloracao
pode ser feita para diferenciar os esporos das células vegetativas.

A coloracao é feita em esfregaco preparado da mesma forma que na técnica
de Gram, adicionando sobre a lamina de vidro gotas de solucao verde mala-
quita 5%. Deixar colorir por 1 minuto e aquecer para emissao de vapores
(ndo entrar em ebulicdo). Lavar e contracorar com safranina 0,5%. Lavar
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novamente e deixar secar. Observar ao microscépio. As células vegetativas
sao visualizadas em vermelho e os esporos em verde.

-—

Figura 6.3: Coloracao e identificacdo de endosporos
Fonte: http://microbiologiabrasil.blogspot.com/2008_12_01_archive.htm|

6.2.4.2 Teste de motilidade

Nesse teste podem ser utilizadas dois tipos de laminas: convencional ou com
concavidade para gota pendente. Sera descrito o método com lamina con-
vencional.

Colocar sobre a lamina uma gota de agua e transferir com auxilio de uma
agulha, uma porcao da colénia do microrganismo, homogeneizando-a com
a agua. Cobrir com uma laminula e observar ao microscépio, com objetiva
de imersdo (100x). Se o microrganismo apresentar movimento em vérias
direcoes, ele tem motilidade.

6.2.4.3 Teste de catalase

Adicionar sobre a colénia do microrganismo uma gota de dgua oxigenada a
3%. Se a cultura apresentar a enzima catalase, havera formacao de eferves-
céncia pela reacao de conversao da agua oxigenada em agua + O;.
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Figura 6.4: Teste de catalase positivo
Fonte: http://randstarteam.blogspot.com/

6.2.4.4 Interpretacao dos resultados
Bacillus — sao caracterizados por bastonetes Gram-positivos, presenca de
esporos, células vegetativas com motilidade e presenca de catalase.

Lactobacillus — bastonetes Gram-positivos, sem esporos, células vegetativas
sem motilidade e auséncia de catalase.

6.3 Dextrana em caldo
Dextranas sao polimeros de glicose, produzidos a partir de sacarose princi-
palmente por bactérias do género Leuconostoc.

A penetracao de microrganismos no colmo, através de rachaduras, conta-
mina a cana formando dextranas, cuja presenca afeta a qualidade do actcar
e a eficiéncia industrial. Ocorre perda de sacarose, aumento da viscosidade
do caldo e dificuldade de filtracdo no processo industrial.
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Objetivo — obtencao de um parametro a ser usado na avaliacao da quali-
dade da matéria-prima.

Material — pipetas (1 ml,10 ml, 25 ml); béquer (100 ml); bal6es volumétricos
(25 ml e 100 ml); tubos de ensaio; funil com filtro de vidro sintetizado (3D4);
espectrofotdmetro; bureta (5 ml); centrifuga; tubos de centrifuga; papel de
filtro; banho-maria.

Reagentes — dextrana; acido tricloroacético a 10%; etanol absoluto; etanol
a 80%; NaOH 2,5N (saturada com Na,SO,); reagente alcalino cuprico; H,SO,
(2N); fenol 5%; H,SO, concentrado.

Procedimento — transferir 1 ml de solucao de NaOH (2,5N) (saturada com
Na,SO,) para tubo de centrifuga. Adicionar 5 ml de solucao problema. Adi-
cionar 1 ml do reagente alcalino clprico - solucdao de trabalho. Deixar em
agua fervente por 5 minutos. Esfriar. Centrifugar a 5.000 rpm por 20 minu-
tos. Desprezar o sobrenadante. Adicionar 7 ml da solucao de lavagem, sus-
pender e agitar o precipitado. Centrifugar novamente. Desprezar o sobre-
nadante, inverter os tubos e deixar cinco minutos gotejando. Dissolver o
precipitado com 2 ml de H,SO, (2N) e transferir para baldo de 25 ml. Lavar
com mais 2 ml de H,SO, (2N) e depois com agua até 25 ml. Agitar. Transferir
2 ml para tubos de ensaios padronizados. Adicionar 1 ml de solucao de fenol
5%. Adicionar 5 ml de H,SO, concentrado, devendo ser colocado rapida-
mente e no centro da solucao. Usar bureta com ponta raspada. Colocar os
tubos em banho-maria fervente durante 2 minutos. Esfriar. Fazer a leitura a
485 nm (filtro 50).

Observacao — usar 2 ml de padrao de trabalho e 2 ml de agua destilada
como prova em branco.

Preparo do padrao de trabalho — deixar a dextrana, no minimo, uma
semana em dessecador a vacuo. Pesar uma quantidade de dextrana que
contenha 250 mg de dextrana pura e dissolver em agua até 100 ml (solucdo
estoque). Diluir 10 ml a 250 ml com agua destilada obtendo-se o padrao de
trabalho que deve conter 0,02 mg/ml.

Calculo — ppm de dextrana = 400 x (La-Lb)/(Lp-Lb)
Onde: La = leitura da amostra

Lb = leitura do branco
Lp = leitura do padrao
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6.4 Delta pH

Obijetivo — determinacao da atividade microbiana (producdo de acidos) em
caldos e mosto.

Material — béquer de 250 ml; proveta de 100 ml; banho-maria ou estufa;
bureta; pHmetro.

Reagentes — NaOH (1N); HsPO, (1N).

Procedimento — coletar amostra de caldo (primario, misto, mosto) e filtrar,
se necessario. Transferir 100 ml para um béquer e ajustar o pH para 5,5
(pH inicial, com NaOH (1N) ou HsPO, (1N)). Incubar a 37°C por 4 horas em
banho-maria ou estufa. Determinar o pH ap6s incubacao (pH final).
Calculo - Delta pH = pH inicial - pH final

6.5 Acidez sulfurica

Objetivo — determinar a acidez em uma amostra de caldo e mosto.

Material — béquer de 100 ml; bureta de 10 ml; pipeta volumétrica de 20 ml;
proveta de 50 ml; pHmetro.

Reagentes — NaOH (1N).

Procedimento — transferir 20 ml da amostra para um béquer de 100 ml.
Adicionar 50 ml de agua destilada. Titular com NaOH (0,1N) até pH 8,5.

Calculo — Acidez = volume gasto de NaOH x fator 0,245 (g/L)

6.6 Nivel de floculacao

Obijetivo — avaliar o nivel de floculacdo em vinho bruto.

Material — proveta (100, 500 ou 1000 ml).

Procedimento - coletar uma amostra do vinho na dorna, antes de centri-
fugar. Agitar para liberacdo de CO,. Colocar a amostra na proveta. Anotar o

volume do sobrenadante apds 15 minutos.

Expressar os resultados em % de floculagao.
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6.7 Teste de sensibilidade de bactérias a
antimicrobianos

A avaliacdo de antimicrobianos utilizados na industria alcooleira pode ser

feita através de algumas metodologias diferentes. Em nosso estudo apresen-

taremos um método que se baseia na variacao da acidez do meio e outro

pela determinacao da variacdo da absorbancia, determinada por espectro-

fotometria.

6.7.1 Teste de variacao da acidez

6.7.1.1 Preparo das solucoes-estoque

a) Solucao-estoque actidiona (inibidor de leveduras) — pesar 0,1 g de
actidiona e dissolver em 100 ml de dgua destilada.

b) Solucao-estoque de HJ — pesar 0,01g de HJ, solubilizar em algumas
gotas de alcool e dissolver em 100 ml de dgua destilada.

c) Solucao-estoque de virginiamicina — pesar 0,01 g de virginiamicina, so-
lubilizar em algumas gotas de alcool, dissolver em 100 ml de dgua destilada.

d) Solucao-estoque de penicilina — pesar 0,01 g de penicilina e dissolver
em 100 ml de agua destilada.

6.7.1.2 Procedimento
Preparar 4 Erlenmeyers de 250 ml, da seguinte forma:

a) Erlenmeyer 1 - Testemunha - colocar 70 ml de mosto de alimentacao
+ 30 ml de vinho bruto + 1 ml da solucao-estoque de actidiona.

b) Erlenmeyer 2 — Tratamento HJ 3 ppm (HJ) — colocar 70 ml de mosto
de alimentacao + 30 ml de vinho bruto + 1 ml da solucao-estoque de
actidiona + 3 ml da solucdo-estoque de HJ (= 3 ppm).

c) Erlenmeyer 3 - Tratamento virginiamicina 3 ppm (V) — colocar 70 ml
de mosto de alimentacdo + 30 ml de vinho bruto + 1 ml da solucdo-esto-
que de actidiona + 3 ml da solucao-estoque de virginiamicina (= 3 ppm).

d) Erlenmeyer 4 — Tratamento penicilina (5 ppm) (P) — colocar 70 ml de

mosto de alimentacao + 30 ml de vinho bruto + 1 ml da solucao-estoque e
de actidiona + 5 ml da solucao-estoque de penicilina (= 5 ppm).
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Assim, temos:

Figura 6.5: Teste de variacao de acidez

Fonte: CTISM

Em sequida, retirar 20 ml de cada Erlenmeyer para determinar a acidez ini-
cial e, imediatamente incubéa-los em estufa a 35°C por, aproximadamente,
6 horas. Apos esse periodo, retirar os Erlenmeyers da estufa e novamente
determinar a acidez (acidez final).

6.7.1.3 Determinacao da acidez
Determinar a acidez sulfurica das 4 amostras (acidez inicial).

Procedimento — utilizar 20 ml da amostra + 50 ml de agua destilada, ferver
por 2 minutos, e titular com NaOH O,1N, até pH = 8,5. Anotar o volume
gasto para cada amostra.

Calculo - Acidez (g H,SO,) = Volume de NaOH gasto x 0,245 x fator do NaOH
6.7.1.4 Interpretacao dos resultados

Calcular a variacao da acidez (acidez final — acidez inicial) para as 4 amostras. A
amostra que apresentar a menor variacao da acidez provavelmente correspon-

derd ao antibiético mais recomendado para ser dosado na fermentacao.

No exemplo da Tabela 6.1, o HJ foi o mais indicado, seguido da virginiami-
cina, e por ultimo, a penicilina.
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Tabela 6.1: Variacao de acidez das amostras

T HJ (3 ppm) V (3 ppm) P (5 ppm)
Acidez inicial 0,82 0,84 0,84 0,83
Acidez final 1,31 0,88 0,91 0,98
Variacao da acidez 0,49 0,04 0,07 0,15

Fonte: Amorim, 2000

6.7.2 A absorbancia

Material e equipamentos — tubos de ensaio com tampa rosqueavel;
suporte para tubos de ensaio; pipetas esterilizadas de 2 ml e 10 ml; béquer;
estufa de esterilizacdo; estufa incubadora; autoclave ou similar; aquecedor
com agitacao; espectrofotdbmetro.

Meio de cultivo — YEPD.

Reagentes e produtos a serem testados — actdiona 10 ppm; KAMORANS®,
KAMORAN WP®: CORSTAN®; HJ GOLD®; SPECTRAN 100E®; TOP MIX®; VIP-QR®.

Preparo do inéculo — adicionar a um tubo contendo 9 ml de meio de cul-
tivo YEPD esterilizado, 1 ml da amostra (vinho bruto coletado das dornas) a
ser testada. Incuba-la por 24 horas a 35°C.

Observacao — manter o bico de Bunsen aceso sobre a bancada de trabalho,
por 30 minutos antes do inicio do teste e durante o0 mesmo.

Procedimento — adicionar assepticamente 2 gotas de solucao de actidiona a
10 ppm (inibidor de leveduras) em tubos de ensaio contendo 9,7 ml de meio
de cultivo YEPD esterilizado. Utilizar 2 tubos (A e B) para cada concentracao
de cada antibiético a ser testado, um tubo para prova em branco e outro para
calibracao do aparelho. Identificar os tubos. Adicionar nos tubos A e prova em
branco 0,3 ml do in6culo obtido anteriormente. Os tubos B para calibracao
ndo serdao inoculados. Dosar os produtos a serem testados nos tubos identi-
ficados como A e B. Agitar os tubos. Efetuar a leitura inicial da absorbancia,
de todos os tubos, a 520 nm em espectofotdmetro imediatamente apés a
dosagem dos produtos, usando para calibracao do aparelho o tubo reservado
para tal (YEPD esterilizado). Incubar os tubos a 35°C por 6 horas. Efetuar a
leitura final de todos os tubos nas mesmas condicbes em que a leitura inicial
foi obtida.
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Resultado — A absorbéncia = absorbancia final (tubo Ax) — absorbancia ini-
cial (tubo Ax).

O produto que, comparativamente e nas mesmas condices de teste, apre-
sentar a menor A absorbancia, serad considerado o mais eficiente frente aos
contaminantes testados.

Observacgao — o A absorbancia obtido pelas leituras dos tubos B (sem in6-
culo) deve ser o mais préximo de zero possivel. Se isso ndo ocorrer, deve-se
recorrer a outra metodologia para o teste, pois a interferéncia dos proprios
produtos testados nos valores de absorbancia invalida o teste.

Resumo

Nessa aula, conhecemos as principais técnicas de monitoramento microbio-
l6gico empregadas no processo industrial de producado de alcool. Entre elas,
aprendemos métodos aplicados ao controle da viabilidade celular, concen-
tracao celular e brotamento em leveduras, identificacdo de bactérias e de
leveduras contaminantes, com seus objetivos e procedimentos especificos,
além da caracterizacao de Bacillus e Lactobacillus, contaminantes de grande
incidéncia nos processos de producao. Vimos também testes de sensibili-
dade de bactérias a antimicrobianos, que sao Uteis para evitar a resisténcia
adquirida por bactérias a determinados antibiéticos, possibilitando o uso
racional desses medicamentos na indUstria sucroalcooleira.

Atividades de aprendizagem
1. Defina viabilidade celular, brotamento e concentracao de leveduras.

2. Com base nos dados abaixo, calcule a viabilidade celular, a porcentagem
de brotamento e a populacao de leveduras:

Total de células vivas = 500
Total de células mortas = 50
Total de brotamentos vivos = 30

Diluicdo = 1:20
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Explique por que a determinacao da viabilidade celular € um parametro
importante para o controle do processo fermentativo.

Quiais as técnicas utilizadas para determinar a viabilidade celular?

Considerando-se a técnica de “Pour Plate”, determine o nimero de cé-
lulas de levedura/ml (expresse em UFC/ml):

Diluicdo = 1/10.000

N° colbnias = 32

Como ¢é possivel fazer a deteccdo de leveduras selvagens? Explique.
Calcule o n°® bastonetes/ml da seguinte amostra:

N° campos = 60

Diluicdo da amostra = 1:2

FM = 14017,9

Volume da amostra = 0,002 ml

N° bastonetes contados = 263

A técnica da coloracao de Gram nao pode ser feita em microrganismos
que tiveram suas membranas danificadas fisicamente. Explique por qué.

Apo6s a realizacao dos testes de coloracao de Gram, deteccao de esporos,

motilidade e catalase para proceder a caracterizacao dos géneros Bacillus
e Lactobacillus, como essas bactérias podem ser diferenciadas?
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Aula 7 - Microbiologia do acucar

Objetivos

Conhecer os principais microrganismos contaminantes do acucar,
suas caracteristicas e importancia.

Conhecer as principais técnicas de analises de bactérias, leveduras
e bolores em acucar.

Apresentar os padrdes microbiolégicos nacionais e internacionais
para qualidade do acucar.

7.1 A importancia da microbiologia do acgucar
O acUcar produzido pelas usinas deve seguir padrées microbiolégicos de
qualidade que permitam seu consumo de forma segura em bebidas, alimen-
tos enlatados, doces, etc., a fim de ndo causar nao s6 prejuizos econémicos,
mas principalmente os relacionados a saude de seus consumidores.

Dentre os microrganismos presentes no ambiente de fabricacdo dos aclca-
res estdo bactérias, fungos e leveduras, cujo monitoramento é de grande
importancia para a manutencao da qualidade do produto. Os fatores que
contribuem para a ocorréncia de microrganismos nas industrias do acucar
resultam, na sua quase totalidade, do baixo niumero de medidas de quali-
dade e da ignorancia ou inobservancia das normas basicas dos procedimen-
tos de manipulacdo dos alimentos, como a aplicacao das boas praticas de
fabricacao (BPF), que sao imprescindiveis para producdo de alimentos micro-
biologicamente seguros. As medidas de qualidade devem ser implantadas
em todas as etapas de processamento do acucar, a fim de minimizar os pro-
blemas e proporcionar a producao de produtos que atendam aos padroes
internacionais de qualidade.
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7.2 Principais microrganismos relacionados
ao processo de fabricacao do acucar

7.2.1 Mesofilos aerobios totais

As espécies mais frequentemente encontradas em alimentos sao provenien-
tes do solo. Crescem em temperaturas entre 20 e 40°C, em meio com pH
5,0 a 9,0. Sdo bastonetes Gram-positivos, aerdbios e anaerébios faculta-
tivos. Sao representados especialmente por bactérias do género Bacillus.
Todas as espécies desse género produzem esporos em meios aerébios, o
gue lhes confere resisténcia as condicdes adversas (antibidticos, extremos de
temperatura, etc.).

7.2.2 Bolores e leveduras

Sao microrganismos amplamente distribuidos no meio ambiente, e se desen-
volvem em meios menos favoraveis ao desenvolvimento bacteriano, como
baixos valores de pH, altas concentracoes de sal ou de acucar, baixa tempe-
ratura de armazenagem, presenca de antibidticos e exposicao a irradiacao.
Podem causar deterioracdao em alimentos, alterar o sabor, causar perda de
odores, provocarem descoloracao da superficie dos alimentos e levar a pro-
ducdo de metabdlitos toxicos.

A cana e o solo sdo as principais vias de entrada destes microrganismos na
industria.

7.2.3 Esporos termofilos produtores de flat-sour
(acidez plana)

As bactérias produtoras de “flat-sour” sdao consideradas termdfilas obriga-
térias porque se desenvolvem bem entre 55 a 65°C e seus esporos possuem
extrema resisténcia a elevadas temperaturas. Sao dificeis de serem destrui-
dos no alimento ou na industria de processamento. Elas promovem a acidi-
ficacdo dos produtos, por meio da reducdo do pH, sem haver producdo de
gas. Sao responsaveis pela deterioracao de alimentos enlatados. Esta dete-
rioracdo é chamada de “flat-sour” (acidez plana), j& que este microrganismo
praticamente nao produz gas, ndo provocando alteracbes nas embalagens.
Sao bactérias encontradas no solo.

74 Microbiologia Aplicada



7.2.4 Esporos termofilos produtores de H,S
(bactérias de deterioracao sulfidrica)

Sao bactérias que promovem deterioracdo em alimentos enlatados de baixa
acidez, como milho, ervilha, cogumelo, tornando os alimentos enegrecidos,
com odor caracteristico de sulfeto de hidrogénio (semelhante a ovo podre),
sem mostrar, no entanto, sinais de estufamento. Estas bactérias podem con-
taminar o aclcar, se a temperatura de aquecimento (no processo de fabri-
cacdo de acucar cristal) nao for suficiente para a inativacado dos esporos. Sdo
encontradas no solo.

7.2.5 Esporos termofilos produtores de gas
(ndo produtores de H,S)

Sao microrganismos anaerdbios obrigatérios, nao produtores de H,S. Apre-
sentam intensa producao de acido e gas, sendo altamente sacaroliticos, e
seus esporos tém elevada resisténcia ao calor. A espécie mais importante
é Clostridium thermosaccharolyticum. Essas bactérias nao sao produtoras
de toxinas ou infeccdes, diferentemente de algumas bactérias pertencentes
ao género Clostridium spp, que produzem poderosas neurotoxinas, como
C. tetani e C. botulinum, sendo consideradas patogénicas e de grande
importancia na saude publica. As bactérias produtoras de gas, no entanto,
causam deterioracao nos alimentos como acucar, farinha, cereais, produtos
enlatados, etc. SGo encontradas no solo.

7.2.6 Coliformes totais e fecais

Sdo enterobactérias, frequentemente encontrados no trato intestinal de ani-
mais, como Escherichia coli, e algumas espécies sao encontradas em vege-
tais, como Enterobacter aerogenes. Crescem em varios substratos e utilizam
carboidratos ou outros compostos organicos como fonte de energia. Sao
capazes de produzir quantidades consideraveis de acidos e gas a partir de
aclcares, como a lactose. Causam sabores e odores desagradaveis nos ali-
mentos, tornando-os impréprios para o consumo humano. Sao considera-
dos como indicadores de contaminacao fecal e ndo se admite a sua presenca
em alimentos.
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Figura 7.1: Escherichia coli
Fonte: http://archive.microbelibrary.org/asmonly/details.asp?id=2038

7.2.7 Salmonellas

Sao enterobactérias, Gram-negativas, ndo esporuladas. Também fazem
parte das enterobactérias patogénicas, causadoras de problemas gastroin-
testionais para o homem e animais. A via direta de entrada sao os alimentos
e as amostras de aclcar que apresentam esse microrganismo, estando fora
dos padrdes microbioldgicos.
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Figura 7.2: Salmonellas
Fonte: http://www.solabia.fr/solabia/produitsdiagnostic.nsf/sw_prod/8af14¢118957deb2c12574c9003 1dbbd?opendocu
ment&lg=en&

7.2.8 Bacillus cereus

Sao bactérias Gram-positivas, cuja faixa de pH para crescimento esta entre
4,9 e 9,3. Sao produtoras de toxinas, que podem levar a dois tipos de into-
xicacoes, causando dores abdominais, diarréia intensa, naduseas moderadas
e raramente vomitos na forma classica e na segunda forma, nausea aguda
seguida de vomito. Sao amplamente distribuidas, podendo ser encontradas
no solo, poeira e agua.
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Figura 7.3: Bacillus cereus
Fonte: http://archive.microbelibrary.org/microbelibrary/files/ccimages/articleimages/atlas-bld/bacillus % 20cereus%20fig2.jpg

7.2.9 Staphilococcus aureus

Sao bactérias Gram-positivas, encontrados em cavidades nasais, garganta
e trato intestinal. Sua presenca em alimentos indica manuseio inadequado,
com contaminacao a partir da pele, boca e fossas nasais dos manipuladores,
bem como limpeza e sanitizacdo inadequada dos materiais e equipamentos.
Algumas cepas sao produtoras de toxinas, causando intoxicacoes alimen-
tares. Os sintomas da contaminacao por S. aureus mais comuns incluem
nauseas, vomitos, dores abdominais e diarréia.

e-Tec Brasil 78 Microbiologia Aplicada



Figura 7.4: Staphilococcus aureus
Fonte: http://archive.microbelibrary.org/asmonly/details_print.asp?id=2040&lang=

7.3 Analises microbioldgicas

As amostras devem ser as mais representativas possiveis do lote a ser ana-
lisado. Deve-se coletar diariamente 50 g de acucar para compor amostras
semanais ou mensais, acondicionando em frascos esterilizados. Para a exe-
cucao das analises pesar 20 g de acucar, de cada amostra, em Erlenmyer de
250 ml, previamente estéril. Adicionar 100 ml de agua destilada e esterili-
zada. Agitar até a completa dissolucao do acucar.

7.3.1 Contagem de bactérias mesofilas totais
(aerdbias)

Retirar 5 ml da amostra preparada, distribuindo-as em 5 placas de Petri. Em

seguida, adicionar o meio de cultura glicose-triptona-agar. Apdés homoge-

neizar e solidificar, proceder a incubacao das placas de Petri por 72 horas a

30°C. Apos esse periodo, realizar as contagens das coldnias produtoras de

acido, expressando o resultado total em UFC de mesdfilos/g de aclcar.
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Figura 7.5: Coldnias de bactérias mesofilas aerébias
Fonte: Godoy, 2005

AR
R

Figura 7.6: Colonias de bactérias mesofilas aerébias
Fonte: http://www.airelimpioilimitado.net/page/lema.html
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7.3.2 Contagem de bolores e leveduras

Seguindo o mesmo procedimento anterior, distribuir volumes de 5 ml da
amostra em 5 placas de Petri e sobre as mesmas adicionar o meio de cultivo
BDA (Batata-Dextrose-Agar), acidificado com pH 3,5. Apds homogeneizar e
solidificar, incubar por um periodo de 4 a 5 dias a 30°C. Em sequida, realizar
as contagens de col6nias de leveduras e de bolores e expressar os resultados
UFC de leveduras e bolores/g de acucar.

Figura 7.7: Col6nias de leveduras e bolores
Fonte: Godoy, 2005

7.3.3 Bactérias termofilas esporuladas

As amostras para contagem de bactérias termdfilas esporuladas devem ser
submetidas primeiramente a choque térmico, levando-as a ebulicao por 5
minutos e em seguida resfriando com agua.

7.3.3.1 Contagem de esporos de bactérias termoéfilas
anaerodbias totais e “flat-sour"” (acidez plana)
Apobs o choque térmico, distribuir 2 ml da amostra em cada uma das 5 pla-
cas de Petri. Em seguida adicionar o meio de cultura (glicose-triptona-agar),
homogeneizar, solidificar e incubar em estufa a temperatura de 55°C por 48
horas. As col6nias de bactérias produtoras de “flat-sour” sao circundadas
por um halo amarelo, que pode desaparecer apés a retirada das placas da
estufa. Por isso, proceder a contagem logo apds a retirada e expressar o
resultado em numero de esporos terméfilos “flat-sour” por 10 gramas de
acucar, multiplicando o total por 5.
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Figura 7.8: Col6nias de bactérias produtoras de “flat-sour”
Fonte: Godoy, 2005

7.3.3.2 Contagem de esporos de bactérias termofilas
anaerobias produtoras de gas
(nao produtores de H,S)
Ap6s choque térmico, distribuir 20 ml em 6 tubos de ensaios (3,3 ml/tubo)
contendo 20 ml do meio de figado (Liver Broth) aquecidos a 55°C. Vedar
os tubos com uma camada de parafina, mergulhando os tubos em agua
para solidificar. Incuba-los em anaerobiose a 55°C por 72 horas. Apds esse
periodo, realizar as contagens dos tubos positivos, isto é, aqueles que apre-
sentarem deslocamento da parafina para cima, indicando o crescimento das
bactérias termdfilas presentes. Os resultados desse teste sao apenas qualita-
tivos, ndo podendo ser expressos em nUmeros.
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Figura 7.9: Terméfilos anaerébios produtores de gas (ndo produtores de H,S)
Fonte: Godoy, 2005

7.3.3.3 Contagem de esporos de bactérias termoéfilas
anaerodbias produtoras de H,S

Para a determinacdo de esporos anaerébios termofilos produtores de acido
sulfarico, distribuir 20 ml da amostra, submetida ao choque térmico, em 6
tubos de ensaio (3,3 ml/tubo) contendo o meio &gar-sulfito, previamente
exaustados, ou seja, aquecidos a 55°C. Colocar a amostra de 3,3 ml abaixo
da superficie do meio, agitar suavemente, em seqguida, evitando-se a intro-
ducéo de ar. Apds solidificar, incubar os tubos a 55°C por 48 horas. As col6-
nias de deterioracao sulfidrica sdo negras. Realizar as contagens nos 6 tubos
e expressar o resultado como nimero de esporos por 10 gramas de acucar.
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Figura 7.10: Termoéfilos anaerdbios produtores de H,S
Fonte: Godoy, 2005

7.3.4 Contagem de coliformes totais e fecais
Dissolver 10 g de acucar em 90 ml de agua destilada esterilizada. Preparar
9 tubos de ensaio com 10 ml do meio de caldo lactosado em cada tubo,
com tubo de Durhan: 3 (grandes) em concentracdo dupla e 6 (médios) com
concentracao simples. Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Em seguida, nos
tubos com concentracao dupla inocular 10 ml da amostra, nos 3 primeiros
de concentracao simples 1 ml e nos 3 ultimos 0,1 ml. Apds 48 horas de incu-
bacdo a temperatura de 37°C, proceder o teste confirmativo nos tubos que
apresentarem resultados positivos (presenca de gases no tubo de Durhan).
Com a alca de platina, repicar cada tubo positivo para tubos com 5 ml de
caldo Verde Brilhante 2% e tubos com 5 ml de meio EC. Incubar o meio
Verde Brilhante 2% por 24-48 horas a temperatura de 37°C, enquanto o
EC por 24 horas a temperatura de 45°C. O meio de cultura Verde Brilhante
2% ¢é usado como teste confirmativo para presenca de coliformes totais e o
meio EC para bactérias do grupo dos coliformes fecais (Escherichia coli). Se
ocorrer producao de gas (fermentacao), indica presenca de coliformes totais
e fecais, respectivamente.

84 Microbiologia Aplicada



7.4 Padroes internacionais para o controle
microbioldgico do acucar

Veja na Tabela 7.1 os padrdes internacionais exigidos para controle micro-

biolégico do acucar.

Tabela 7.1: Controle microbiolégico do agtcar

L. - Leveduras e Termofilas Salmonella
Exigido por ~ Mesdfilas
bolores Flat-sour HaS (+) HaS () sp
National
0,
Canners 50 UFC/g SOUFCly  S0espll0g  Sespilog S ooedos  ausente/
.. tubos (+) 259
Association
Natinal
Soft-Drinks 200 UFC/10g 10 UFC/10g
Association
< 65% dos
ICUMSA  200UFC/10g 20UFC/10g  50esp/10g  Sesp/10g tubos (+)
Coca-Cola 0 rcriog 10 UFC/O g
Internacional

Fonte: Amorim, 2000

Resumo

Vimos nesta aula sobre os principais microrganismos contaminantes do
acUcar. Entre eles estdo bactérias, fungos e leveduras, cujo monitoramento
e deteccao sdo de grande importancia para a manutencao da qualidade
do produto. As medidas de qualidade devem ser implantadas em todas as
etapas de processamento do acucar, a fim de minimizar os problemas e pro-
porcionar a fabricacao de produtos que atendam aos padrées internacionais
de qualidade. Para isso aprendemos as principais caracteristicas dos conta-
minantes e as analises microbioldgicas respectivas para o devido controle.

Atividades de aprendizagem

1. Preencha as lacunas de acordo com as caracteristicas dos principais con-
taminantes do acucar:

a) Bactérias de deterioracao sulfidrica.

b) Termofilas produtoras de gés.

c) Bactérias produtoras “flat-sour”.
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d) Salmonellas.
e) Staphilococcus aureus.
f) Meséfilos aerobios totais.

() Elas promovem a acidificacdo dos produtos, por meio da reducao do pH,
sem haver producao de gas.

( ) Sao enterobactérias, Gram-negativas, nao esporuladas. Também fazem
parte das enterobactérias patogénicas.

() Sao bastonetes Gram-positivos, esporulados aerébios e anaerébios facul-
tativos, representados especialmente por bactérias do género Bacillus.

() Bactérias Gram-positivas, encontrados em cavidades nasais, garganta e
trato intestinal.

() Sao bactérias que promovem deterioracdao em alimentos enlatados de
baixa acidez, com odor caracteristico semelhante a ovo podre.

() A espécie mais importante é Clostridium thermosaccharolyticum.
2. Por que deve ser feito o controle microbiolégico do acucar?

3. Como podem ser caracterizadas as colénias de bactérias produtoras de
“flat-sour”?

4. Na contagem de esporos de bactérias ndo produtoras de H,S, qual a fun-
cao da parafina? Explique.
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