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RESUMO

O presente relatério descreve as actividades do estagio formativo e pré-profissional, realizado na
empresa Cervejas de Mogcambique no periodo de 01 de Novembro de 2022 & 26 de Julho de 2023.
Durante o periodo de estagio foi possivel participar e acompanhar as actividades rotineiras nos
departamentos de Brewing (fabricacdo da cerveja), nomeadamente, brassagem, fermentacdo e
filtracdo e no departamento de Qualidade, para a colheita de amostras e realizagdo de andlises
microbioldgicas. O estagio culminou com o desenvolvimento de um estudo de caso relacionado a
ocorréncia de leveduras selvagens durante o processo produtivo da cerveja. Foram realizadas
analises microbiolégicas em 16 amostras: 4 da levedura de cultivo, 4 do mosto em fermentacao, 4
de cerveja filtrada e 4 da cerveja antes da pasteurizacao. As analises foram baseadas no método
interno da empresa para o isolamento e identificacdo de leveduras selvagens, através de meios
selectivos e diferenciais. Foram observadas as caracteristicas macro e microscépicas, das coldnias
suspeitas de leveduras selvagens. Como resultado, detectou-se presenca de leveduras selvagens
em 26,9% das amostras, sendo a cerveja filtrada e cerveja enchida antes da pasteurizagdo as
etapas criticas. Nas restantes etapas nao foi detectada a ocorréncia de leveduras selvagens, tendo
sido obtidos resultados satisfatorios. Macroscopicamente, notou-se caracteristicas sugestivas a
presenca de colonias rugosas estando as mesmas associadas com problemas de higieniza¢do na
industria, ocasionando queda no rendimento fermentativo. Microscopicamente detectou-se a
semelhanca das caracteristicas observadas com a presenca da Brettanomyces spp que possui a
capacidade de sobreviver por longos periodos de tempo e crescer em produtos em
armazenamento. O trabalho permitiu concluir que ha contaminacao do processo de producédo por
leveduras selvagens. Esta situacdo demonstra que os procedimentos usados ndo sdo suficientes
para garantir o padrédo de qualidade. Constatou-se também que a presenca de levedura selvagem
do género Saccharomyces, que apresenta semelhancas a levedura de cultivo e do género nao-

Saccharomyces.

Palavras-chave: Leveduras selvagens, cerveja, analises microbioldgicas.
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1. INTRODUCAO

A cerveja € a bebida alcodlica mais consumida globalmente, representando 78,2% do consumo
mundial das bebidas alcodlicas e é também uma das mais antigas da humanidade. A sua produc¢ao
tem acompanhado a evolugcdo humana desde a sua origem até aos dias de hoje, tendo uma grande

importancia econdmica, cultural e histérica (Garofalo et al., 2015).

De acordo com Tschope (2001), mundialmente a primeira cerveja foi produzida pelos sumérios, que
era um povo que vivia na Mesopotamia (Médio Oriente), h4 5500 anos a.C. Recentemente,
arqueodlogos britanicos descobriram uma fabrica de 3500 anos a.C., localizada em Amarna nas
margens do rio Nilo. Nessa fabrica, produzia-se a bebida misturando agua, pdo semi-cozido, malte

de cevada e suco de tdmaras, sendo fermentada em fogo de madeira de acéacia.

A nivel nacional, a produc&o da cerveja iniciou em 1932, com a produc&o da Laurentina Clara, por
um imigrante gregro chamado Cretikos. Anos depois, em 1995, nasce a empresa Cervejas de
Mocgambique (CDM), resultante da privatizagdo de Cerveja MacMahon e Manica. Actualmente, a
CDM é subsidiaria da Ab-Inbev (lider mundial no neg6cio de cervejas e refrigerantes), possuindo
ao longo do territério nacional, quatro (4) fabricas localizadas, nomeadamente, na Cidade de

Maputo, Marracuene, Beira e Nampula empregando mais de 1000 colaboradores (CDM, 2023).

As principais actividades desenvolvidas pela CDM, consistem na producdo de marcas renomadas
como a 2M, Laurentina, Manica e também a importacéo e comercializagdo de marcas globais como
a Corona, Stella Artois e Budweiser. As marcas da CDM sao apreciadas por consumidores além-
fronteiras, como é o caso da Africa do Sul, Portugal e no Reino Unido, que s&o paises para onde

se exportam a 2M e a Laurentina (CDM, 2023).

A CDM impacta em diversos sectores como o econdémico, ambiental e também o social. Ela tem
desempenhado um papel importante na evolu¢cdo econémica nacional, tendo sido galardoada em
Marco de 2022, na provincia de Inhambane, como a melhor contribuinte fiscal do ano 2022 na
categoria de imposto sobre valor acrescentado (IVA), sendo que este contributo foi indispensavel

para a reducdo do défice orcamental (A Nossa Voz, 2023).

Para além da contribuicdo para a evolucdo econdmica, a CDM apoia diversas iniciativas de
responsabilidade social, estando empenhada em construir um futuro onde todos possam ter acesso
a agua potavel. Nesse ambito, a empresa firmou uma parceria com o World Wildlife Fund (WWF)
para a realizacdo de actividades de limpeza e conservacéo da biodiversidade no rio Umbeluzi, tendo
ja sidos removidos mais de 1.428m3 de residuos, numa extensdo de mais de 10km do rio Umbeluzi
(A nossa voz, 2023).



Durante a producdo cervejeira, existem varias etapas cujo objectivo é garantir a qualidade da
cerveja acabada. O processo da fermentacao constitui a principal etapa do processo de producao
de cerveja e sua eficiéncia depende das operacdes que ocorrem na brassagem, como por exemplo,
a moagem, a empastagem e a ebulicdo. O processo fermentativo € o ponto central da producéo de
qualquer bebida alcodlica, incluindo as cervejas e possui 0 objectivo principal de converter os
acucares em etanol e dioxido de carbono, por ac¢do das leveduras em condigbes anaerobicas
(Naves et al., 2010).

As leveduras utilizadas actualmente, nos processos fermentativos, foram seleccionadas pelo
homem, por centenas de anos. Por longos periodos de tempo, a selec¢édo foi sem o conhecimento
da sua existéncia, originando as linhagens conhecidas actualmente, como € o caso das duas
espécies mais utilizadas nos processos de producédo da cerveja que sao do género Saccharomyces:
a Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces uvarum. Elas constituem o grupo mais importante
de microorganismos explorados comercialmente, pelo facto de possuirem alta capacidade
fermentativa. A bioquimica da fermentacéo alcodlica, é largamente conhecida, mas os mecanismos
de controle do processo para que se obtenha a eficiéncia maxima carecem ainda de estudos, pois
na industria a levedura convive com populacdes de microorganismos contaminantes, como é 0 caso
de bactérias e leveduras selvagens (Hornsey, 2003).

7

No processo fermentativo, a presenca de leveduras € importante, exceptuando-se as que séo
consideradas contaminantes, que tém trazido problemas ao processo fermentativo tanto na
producdo de vinhos como na fabricagdo de cervejas, sendo consideradas como leveduras
selvagens. A levedura selvagem é qualquer levedura que difere da levedura de cultivo e é
considerada um grande problema para a industria de fermentacao alcoodlica. Estas podem ser
introduzidas ao processo de fermentacdo, através do substrato, agua utilizada no processo, ar e

pelos problemas que podem surgir durante a higienizagcdo (Ceccato-antonini, 2010).

Segundo Carvalho (2007), as leveduras que ndo foram selecionadas pelo cervejeiro séo
consideradas como leveduras contaminantes no processo produtivo. A sua presenca acarreta
sérios problemas para o processo, levando a deterioracdo do produto final e provocando o
aparecimento de sabores e aromas que descaracterizam totalmente a cerveja produzida. E para
gue haja a formacédo de aromas na cerveja e também haja a garantia da sua estabilidade é
necessario que a levedura de cultivo seja pura, ou seja, que a mesma esteja livre de

microorganismos contaminantes como € o caso de leveduras selvagens e também de bactérias.

O presente relatorio resulta do estdgio pré-profissional do curso de licenciatura em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, lecionado na Faculdade de veterinaria da Universidade Eduardo
Mondlane. Reconhecendo o contributo da CDM no desenvolvimento da inddstria cervejeira

nacional, realizou-se um estagio pré-profissional na unidade fabril da cidade de Maputo, com o
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objectivo de consolidar os conhecimentos teéricos adquiridos durante a formacao, desenvolver

competéncias e habilidades praticas e familiarizar a autora com o processo de producao de cerveja.

A cerveja é mundialmente consumida por milhares de pessoas e 0 seu consumo moderado possui
beneficios a saude, porém apesar da cerveja ser considerada uma bebida microbiologicamente
estavel, devido ao processo de pasteurizacdo, ela ndo esta isenta de riscos de contaminacao
associados as etapas de producédo. Por forma, a contribuir para a resolu¢cao de um problema em
concreto e que podera ser util para a melhoria da qualidade da cerveja, surgiu a necessidade de
estudar profundamente a ocorréncia de leveduras selvagens no processo de producédo da cerveja.



2. OBJECTIVOS
2.1. Geral:

> Desenvolver um estudo de caso relacionado com a ocorréncia de leveduras selvagens no

processo de producéo da cerveja.

2.2. Especificos:

> Participar nas diferentes etapas do processo cervejeiro;
> ldentificar as etapas criticas de ocorréncia de leveduras selvagens;
> Isolar e identificar macro e microscopicamente potenciais colonias suspeitas de leveduras

selvagens.



Parte | - RELATORIO DO ESTAGIO NA EMPRESA CERVEJAS DE MOGCAMBIQUE

3. Descricao e avaliacao das actividades desenvolvidas

O estégio pré-profissional foi realizado por um periodo de 9 meses (de Novembro de 2022 a Julho
de 2023) na CDM, concretamente na unidade fabril sita na Cidade de Maputo, Rua do Jardim -
1329.

A unidade fabril compreende os departamentos de Brewing (fabricacdo), Packaging (enchimento),
Qualidade, Servicos técnicos e Logistica.

O estagio formativo e pré-profissional, decorreu especificamente no departamento de Brewing
(fabricacédo), tendo recebido inducbes para a familiarizacdo com o processo produtivo e integrada
a equipa de producao cervejeira. Foi desenhado um plano de estagio, contendo a descricdo das
actividades que deveriam ser desenvolvidas ao longo do estagio e os respectivos prazos para o

inicio e o término.

As &reas de trabalho e as respectivas actividades acompanhadas, encontram-se detalhadamente

descritas nos subcapitulos a seguir apresentados:
3.1. Recepcéo e limpeza do malte

Durante o acompanhamento do processo de recepc¢éo e limpeza das matérias-primas, notou-se
gue os procedimentos utilizados para esta actividade, garantem que a mesma seja desempenhada
com seguranca e que haja desde o inicio o controle das matérias-primas. Os procedimentos que
sdo desempenhados por parte do operador permitem que o mesmo identifique anomalias e
comunigue aos superiores sobre a existéncia de ndo conformidades com a matéria-prima, fazendo
uma inspeccgdo por forma a avaliar e comparar os dados do certificado com os descritos nas

embalagens, como por exemplo, o prazo de validade.

No processo de armazenamento da matéria-prima, deve-se seguir as estratégias FEFO (First
Expired First Out) e FIFO (First In First Out) e de acordo com Gameiro (2021), devem existir registos
de todas as entradas e saidas do armazém, a verificacdo da data de validade e a higienizagéo do
armazém, com frequéncia necessaria. Estes principios sdo importantes para a gestao da seguranca
alimentar e permitem a rotacdo dos stocks. Entretanto, em algum momento houve falha no
seguimento de FEFO, pois constatou-se a existéncia da enzima Bettaferm cujo prazo de validade
estava expirado ha mais de um ano. Notificou-se ao lider de turno, tendo sido levantada um accao
para a verificar-se no armazém a conformidade das matérias-primas, ndo tendo sido encontrada

outra enzima inconforme e a mesma foi descartada.



Quanto a recepgcdo e armazenamento do malte, notou-se que a empresa faz o uso de silos
herméticos, sendo estes, de acordo com Aguirre et al. (2000) baseados na reducdo do oxigénio
disponivel no armazenamento a niveis limitantes para os organismos vivos associados, facilitando
o controlo das condi¢cfes de humidade e temperatura no interior e havendo o controle de pragas de
graos armazenados. A existéncia de pontos com elevada humidade durante o armazenamento,
pode ter consequéncias como a ocorréncia de alteragbes bioquimicas nos graos, o aumento da
actividade metabdlica, maior desenvolvimento de fungos e também a ocorréncia de perdas de malte

e da qualidade do mesmao.
3.2.  Processos de tratamento de agua

As actividades na planta de tratamento de agua, consistiram no acompanhamento do processo de
tratamento da &gua utilizada pela empresa como a agua de processo, que é a agua utilizada para
a producao da cerveja e a agua de servico, que é utilizada para as outras actividades, ndo entrando
em contacto com o produto. Fez-se também a determinag&o dos parametros para a caracterizagéo
da agua, representando as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da dgua e sao indicadores
de qualidade.

Fez-se a colheita de amostras e posterior analise dos seus parametros onde realizou-se a analise
de pH, condutividade e turbidez. Para além dos parametros determinados, existem outros que a
unidade é responsavel por determina-los durante as diferentes etapas do processo de tratamento,
por forma a garantir que as areas possuam agua para a realizacdo das suas actividades. Os outros
parametros controlados pela unidade séo alcalinidade, cloretos, solidos dissolvidos totais, dureza,

teor de silica, di6xido de cloro, fosfatos, sulfitos e ferro.

Avaliou-se positivamente a execuc¢do das actividades acima referidas, pois os desvios dos
parametros considerados podem causar consequéncias como formacgdo de incrustacbes nas
tubulacges, turbidez no produto final e conferir sabores e odores desagradaveis. Sendo assim, o
controle e o tratamento da dgua é necessario para que se obtenha um mosto e, por conseguinte,

uma cerveja de elevada qualidade (Bamforth, 2001).
3.3. Brassagem

Na brassagem, ocorrem as operacdes de moagem, empastagem, filtracdo, ebulicdo e arrefecimento
do mosto. Além destas operacdes sao realizados os controles de qualidade de modo a garantir que
0 mosto que esta a ser produzido esteja dentro dos parametros de qualidade. Antes de efectuar as
actividades, era feito por cada turno por meio de uma planilha, o controlo do uso do EPI completo

por parte dos operadores.



Apos a verificacdo, acedeu-se a area, fez-se 0 acompanhamento da produgédo do mosto e realizou-
se as analises de controlo dos parametros de qualidade, incluindo o pH da pasta (mistura de malte

e agua), realizacao do teste de sacarificacdo e leitura de extracto.

As actividades realizadas foram avaliadas positivamente, entretanto existem alguns pontos que
podem ser melhorados. Na CDM Maputo, faz-se a moagem humida, com o uso de moinho de rolos.
Na pesquisa realizada por Dennis et al. (2004), evidenciam as vantagens do uso da moagem
humida, como a eliminag&o do risco de incéndio e conservacdo da palha intacta, para auxiliar o
processo de filtracdo. A palha seca é friavel, ou seja, se desintegra com muita facilidade e provoca
elevada resisténcia a filtracao.

O sucesso das operacgdes subsequentes é garantido através etapa de moagem do malte que possui
0 objectivo de expor o endosperma amilaceo e permitir que haja a desintegracdo completa do
endosperma, porém conservando a palha, como referido anteriormente, de forma a que todos os
seus constituintes estejam acessiveis a actuacdo enzimatica, formando o mosto fermentescivel
(Dragone, 2010).

Durante as actividades desenvolvidas, constatou-se a presencga de pombos deixando o local dos
silos e sala dos maltes com um péssimo aspecto visual e de higiene, devido aos dejetos que ficam
espalhados no chdo. A limpeza desta area é intensificada, de modo a fazer face ao problema
enfrentado, porém de acordo com Lima et al. (2015) citado por Silva et al. (2019, p.80), a existéncia
de pombos nas unidades fabris faz com que haja o acimulo de fezes e penas, 0 que pode
comprometer o funcionamento de diversos equipamentos e favorece riscos de ocorréncia de
contaminacdes de fontes de agua e alimentos. Posto isto, foi realizado o levantamento dos locais

gue possuiam entradas para pombos para proceder-se o fechamento.
3.4. Fermentacdo e filtracdo

Nestas areas, fez-se o0 acompanhamento das actividades gerais de controlo de processo e a
determinacgdo dos parametros de qualidade. Para a fermentacéo, por forma a obter-se uma cerveja
de qualidade desejada, realizou-se o controle da cuba de fermentacdo. E este processo consistia
no controlo da temperatura de fermentacdo e a determinacdo dos parametros de qualidade do
extracto (OE e AE), pH, alcool, cor, viabilidade da levedura (percentagem de leveduras activas e
inactivas). E também fez-se a andlise dos parametros de qualidade da levedura que seria reutilizada

no processo como viabilidade e consisténcia.

Apos o processo de fermentacéo, da-se o processo de maturacdo que consiste em deixar a cerveja
em descanso nos tanques e a guarda, para promover a separacao da levedura da cerveja e também

permite a ocorréncia de algumas reacc¢des quimicas que auxiliam no processo de estabilizacdo do



produto final. De acordo com Matos (2011), este processo ocorre ha mesma cuba, devido ao uso

de tanques cilindro-cénicos, como constatado na empresa.

Para a filtracdo, o acompanhamento realizado foi similar ao do processo de fermentacao. Iniciou-
se com o0 acompanhamento do processo de filtracdo da cerveja maturada. A medida que a cerveja
foi filtrada e enviada ao BBT (Bright Beer Tank), fez-se o controlo dos parametros de qualidade
desejados no produto final por forma a garantir a qualidade da mesma até a sua entrega ao sector
de enchimento. Os parametros controlados foram DO (Dissolved Oxygen), coloragéo, turvacgéo, pH,
OE, AE, temperatura, alcool e COa.

Durante as actividades desenvolvidas na fermentacéo e filtracéo, fez-se uma avaliagéo positiva das
mesmas, pois verificou-se que os procedimentos seguidos pelos colaboradores sédo os
procedimentos descritos pela empresa, que podem ser encontrados nas bases de dados que a
empresa dispbe com acesso aos seus colaboradores para actualizacdes, pois 0S mesmos possuem
0 senso de donos e transmitem a informagéo que detém do processo de forma sébia, clara e

objectiva.

No decurso do estagio, ndo foi possivel participar em acgbes de formagbes. A formacdo dos
colaboradores constitui um pilar basico na garantia da seguranca, pois através destas formacgoes
séo partilhadas ferramentas que sao Uteis para fazer face as diversas situagdes que podem ocorrer

durante o processo de producéo, e também na garantia de qualidade dos alimentos.



PARTE Il — ESTUDO DE CASO: “Ocorréncia de leveduras selvagens no processo de

producédo da cerveja”

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Define-se cerveja como sendo uma bebida obtida através da fermentacao alcodlica, por ac¢édo da
levedura, do mosto, produzido a partir de malte de cevada, 4gua de boa qualidade e com adicao de
lGpulo. Para a sua producdo, podem também ser adicionados adjuntos tais como, arroz, milho e
trigo (Oliveira, 2009).

De acordo com Monteiro (2001), existem actualmente diversos tipos de cerveja com aromas e
sabores diversificados, sendo estas caracteristicas dadas pela diversidade de graos, a quantidade
de insumos utilizados e as boas praticas de fabricacao utilizadas durante o processo. Sendo assim,
a escolha inadequada da matéria-prima pode acarretar em complica¢des, tais como a existéncia de
mosto turvo, dificuldades na clarificacdo e sacarificagdo, problemas com gosto e espuma da

cerveja, turbidez e queda de rendimento nos ciclos de filtragao.
4.1. Efeitos da cerveja no organismo humano

Segundo Siqueira (2007), apesar do consumo de cerveja ser muito associado aos danos a saude,

causados pelo consumo excessivo, ela possui 0s seguintes beneficios sobre o organismo humano:

Faz bem para a viséo;

Reduz os niveis de stress (consumo moderado);

E rica em substancias vegetais secundarias;

Protege contra o endurecimento das artérias (consumo moderado);
Protege o coragéo (consumo moderado);

Evita a deplecdo dos niveis de acido fdlico;

V V V V V V V

Reduz os niveis de colesterol.

Por forma a que sua acdo benéfica seja manifestada, a cerveja deve ser consumida
moderadamente, pois 0 consumo excessivo da cerveja pode acarretar certos efeitos negativos
como a neutralizacdo dos efeitos protectores cardiovasculares, adquiridos através da ingestao

moderada, ocasionar doencgas hepaticas e também aumentar a presséo arterial (Teixeira, 1993).
4.2. Classificacao das cervejas

De acordo com Dennis (2004), as cervejas podem as cervejas séo classificadas de acordo com

diversos critérios, incluindo os indicados a seguir:



i. Quanto ao tipo de fermentacdo:

a) Alta fermentacdo (Ale) — obtida pela ac¢do da levedura Saccharomyces cerevisiae, a
temperaturas mais altas (em torno de 17-25° C). A levedura utilizada tende a ficar em
suspensao no tanque durante o processo fermentativo.

b) Baixa fermentacdo (Lager) — obtida pela ac¢do da levedura Saccharomyces uvarum, a
temperaturas mais baixas (em torno de 9-15° C). A levedura utilizada tende a depositar-se

no fundo da cuba durante ou ap6s o processo fermentativo.

ii. Quanto ao extracto primitivo

A presente classificacdo leva em consideracdo a proporcdo do extracto primitivo, que € a
guantidade de substéncias dissolvidas no mosto, como pode-se observar na tabela abaixo:

Tabela | : Tipo de cerveja quanto ao extracto primitivo

Cerveja Fraca 27%e<11%
Cerveja Normal ou Comum 2 11% e <12,5%

Cerveja Extra 212,5% e < 14%

Cerveja Forte > 14%

iii. Quanto acor

A cor da cerveja esta essencialmente relacionada com a coloragdo dos maltes utilizados na sua
fabricagéo, podendo ser:

a) Cerveja clara - cor correspondente a menos de 20 unidades EBC;

b) Cerveja escura - cor correspondente a 20 ou mais unidades EBC.

iv. Quanto ao teor alcodlico

a) Cerveja sem alcool, quando o teor alcodlico for menor que 0,5% do seu volume, sendo que
neste caso ndo é obrigatério a declaracao no roétulo do contetdo alcodlico;
b) Cerveja padrdo, quando o teor alcodlico for maior ou igual a 0,5% em volume e deve

obrigatoriamente constar no rétulo a percentagem de alcool por volume.
4.3. Matérias-primas para a producgao da cerveja

De acordo com Gongalves (2017), as matérias-primas essenciais para a producdo de cerveja, como
pode ser verificado na figura |, sdo agua, malte, lGpulo e levedura. E a manipulagéo destas matérias-

primas é responsavel pelo aparecimento dos varios tipos de cerveja existentes.
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Agua Lipulo Malte Levedura

Figura | : Matéria-prima basica para fabricacdo da cerveja. (Fonte: Viana, 2021)
Agua

E a matéria-prima mais importante para a fabricacdo de cerveja, constituindo cerca de 90-95% da
formulacdo da cerveja, sendo o ingrediente principal. Por isso, a condicdo da mesma é de suma
importancia para a industria cervejeira pelo facto de ser um dos factores decisivos na escolha do
local para a instalagdo de uma cervejeira e também por acarretar consequéncias na qualidade da

cerveja (Oliveira, 2011).

A &gua para a producéo de cerveja deve seguir padrées de potabilidade, ser transparente, inodora
e isenta de qualquer sabor estranho ou matéria organica (Oliveira, 2011). A presenca dos sais
dissolvidos pode influenciar no processo fermentativo e, consequentemente, na qualidade da

cerveja, sendo assim suas quantidades devem estar bem definidas.

Segundo Venturini et al., (2001), o uso de agua com elevado teor de calcio (dureza permanente)
esta associada a cervejas amargas e para a cerveja Pilsen necessita de dgua mole para a sua
producdo, ou seja, pobre em célcio e magnésio. Outro factor importante na andlise da agua é o
controle de seu pH. O pH alcalino favorece a formacado de substancias indesejaveis no processo,
como os polifendis, responsaveis pela adstringéncia. Geralmente, o valor ideal de pH da agua a ser
utilizada para producédo da cerveja esta na faixa entre 6,5-7, ou seja, em pH préximo do neutro,
tendo-se assim maior facilidade da atividade enzimatica e consequentemente um aumento no

rendimento da maltose e no teor alcodlico.
Malte

E a designacdo atribuida ao grdo da cevada depois de ter sido submetido a um processo de
germinacgéo sob condi¢fes controladas (maltagem). Este processo é dividido em limpeza e sele¢éo
de gréos, a embebicdo ou maceracdo dos gréos, germinacdo e a secagem do malte com a
finalidade de produzir enzimas utilizadas na conversdo das matérias-primas em mosto (Carvalho,
2007).
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A cevada é utilizada como constituinte principal pela industria cervejeira, em relacdo aos outros

cereais, segundo Bokulich e Bamforth (2013), pelas seguintes razdes:

> Sua contribuicdo para o sabor da cerveja, pois possui um sabor mais apreciado entre 0s
cereais;

> Facilidade técnica no processo de maltagem;

> Fornece alta percentagem de amido para conversdo em agucares fermentaveis;

> Fornece proteinas e aminoacidos que intervém no perfil organoléptico e na estabilidade

coloidal e da espuma.
E estas caracteristicas de qualidade s6 o malte as confere (Bokulich e Bamforth, 2013).
Lapulo

O ltpulo, de nome cientifico Humulus lupulus, € uma planta trepadeira, sendo que para a fabricacéo
da cerveja séo utilizadas suas flores que sdo prensadas e vendidas sob a forma de pellets. O
amargor e o0 aroma caracteristicos da cerveja sao obtidos através das resinas e 6leos fornecidos

fornecidos pela planta. (Mega et al., 2011).

De acordo com Carvalho (2007), o lapulo confere o aroma e sabor amargo que sao caracteristicos
da cerveja, contribui também como um agente anti-espumante e possui efeito bacteriostatico sobre
as bactérias Gram-positivas, sendo que as propriedades bacteriostaticas do ltpulo sdo devido aos
a — &cidos (humulonas). Este deve ser adicionado durante o processo de fervura do mosto,

permitindo assim que os seus componentes se dissolvam e liberem o amargor e o aroma desejados.
Levedura

As leveduras sdo organismos unicelulares eucari6ticos, pertencentes ao Reino Fungi. Reproduzem-
se através de brotamento ou assexuadamente por fissdo binaria e estdo presentes em varios
processos bioquimicos, sendo utilizadas na fabricacao de cervejas e pao ha milhares de anos. A
formacao de aromas na cerveja € fundamental, sendo assim é importante que a cultura de levedura
a ser utilizada no processo de fermentagdo seja a mais pura possivel, ou seja, livre de
microorganismos contaminantes como € o caso das bactérias e leveduras selvagens (Carvalho,
2007).

No estudo desenvolvido por Carvalho (2007), consta que a utilizacdo das leveduras ocorre devido
aos processos metabdlicos produzidos pelas mesmas, onde na presenga de oxigénio (via aerébica)
h& um crescimento elevado e formam diéxido de carbono e na auséncia do oxigénio (via
anaerobica) a taxa de crescimento diminui, originando o etanol e didxido de carbono. O género que

esta directamente relacionado com a fermentacao alcodlica € o género Saccharomyces, porém 0s
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géneros Brettanomyces, Dekkera, Torulaspora, Zygosaccharomyces também sao utilizados na
producéo de bebidas alcodlicas.

As estirpes de leveduras podem ser tradicionalmente divididas em dois grupos, as de fermentagéo
alta, utilizadas para a producao de cervejas tipo Ale, e as de fermentacdo baixa, utilizadas para a
producdo de Lagers. As de alta fermentacédo, fermentam a altas temperaturas (entre 17-25°C), séo
rapidas, levando 3-5 dias e no final da fermentacéo a levedura tende a subir para a superficie do
mosto fermentado. Ja as de baixa fermentacéo, fermentam a baixas temperaturas de fermentacao
(entre 9-15°C), sdo mais lentas, levando 7-10 dias e no final de fermentacéo a levedura precipita-
se e fica no fundo da cuba de fermentacao (Ribeiro et al., 2018).

4.4. Processo de producao de cerveja

Segundo Ambev (2012), a forma de produzir cerveja pode variar dependendo do tipo de cerveja a
ser produzida. Porém de um modo geral as etapas envolvidas no processo de producéo de cerveja
sdo maltagem, brassagem, fermentacdo e o0 processamento final que envolve a filtracdo,
enchimento e a pasteurizacao.
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Figura Il : Esquema ilustrativo das principais etapas do processo de producéo de cerveja. (A: maltagem; B:

Processo cervejeiro que ocorre na unidade fabril- Adaptado pela autora). Fonte: beer: process of production

- Students | Britannica Kids | Homework Help

13


https://kids.britannica.com/students/assembly/view/110947
https://kids.britannica.com/students/assembly/view/110947

4.4.1. Maltagem

A maltagem é o processo que antecede a producdo da cerveja, caracterizado pela transformacéo
do grdo de cevada em malte, onde as enzimas hidroliticas séo sintetizadas e as reservas
alimenticias do gréo (amido) sdo modificadas, para que possam ser hidrolisadas durante a
producdo do mosto. As principais etapas de obtencdo do malte séo a limpeza e selecéo dos gréos,

a embebicao, germinacdo e a secagem do malte (Ambev, 2012).
4.4.2. Brassagem

De acordo com Dennis et al. (2004), a brassagem consiste na transformacdo do malte em mosto,

seguindo as seguintes etapas:

- Moagem: o malte é triturado em um moinho, mantendo as suas cascas praticamente intactas
(dependendo do sistema de filtracdo a utilizar), formando uma farinha grosseira e favorecendo o
contacto do malte com a agua. Isto fornece condi¢Bes as enzimas activadas do malte para que
entrem em acc¢édo, dissolvendo os elementos sollUveis que o compdem, tais como acucares,
proteinas, aminoacidos, sais minerais e os polifendis (substancias extraidas das cascas). Segundo
Jay (2005), a cerveja é uma bebida basicamente feita através de malte hidrolisado e fermentado. A
fermentagdo tem a fungcéo de transformar carboidratos em etanol. Os gréos de cevada utilizados
tém na sua composi¢cdo amido, um carboidrato que as leveduras fermentadoras ndo conseguem
hidrolisar. Os graos de cevada sdo colocados para germinar e nesse processo o préprio grao produz
as enzimas a-amilase e B-amilase. A a-amilase liquefaz o amido e a 3-amilase estimula a formacao

de acucares

- Empastagem: a medida que o malte é moido, o mesmo € enviado para a caldeira de empastagem,
onde em contacto com a agua, ocorre a dissolugdo de grande nuimero de substancias, como 0s
acucares, as proteinas, os aminoacidos. Ha4 também a dissolucao de sais minerais, polifendis
(substancias extraidas das cascas). Como cada enzima do malte tem um desempenho 6ptimo a
uma determinada temperatura e pH, sdo dadas as condi¢cdes descritas na tabela abaixo, de forma

a permitir que ocorram as transformagdes iniciadas durante o processo de maltagem:

Tabela Il : Intervalos de temperatura e pH ideais para a actuacdo das enzimas

Enzima Temperaturaideal (°C) pH ideal
a- amylase 70-75 5,6-5,8
B- amylase 60-65 5,4-5,6
Proteases 50-60 5,0-5,5
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Como o mosto esta misturado com as cascas do malte (bagaco), é preciso proceder a sua

separacao e esta operacao € designada filtracdo do mosto.

- Filtracdo do mosto: é o processo que visa obter um mosto clarificado, através da separacao da
solucdo de agucares do bagacgo, e extrair agucares fermentesciveis dos materiais solidos residuais,
apos a filtragcéo, através da lavagem do bagaco com &gua quente de modo a obter o maximo de

extracto possivel. No final, a 4gua de lavagem e o mosto sdo misturados na caldeira de ebulicao.

- Ebulicdo do mosto: o mosto é levado a ebulicdo com o objectivo de concentra-lo, inactivar
enzimas e estabiliza-lo, evitando o desenvolvimento de microorganismos. A ebulicdo esti
associada a adicao de acglcares ou xaropes e também do lupulo, podendo ser na sua forma natural,

em pellets ou na forma de extracto.

- Resfriamento do mosto: ap0ds a ebuli¢do, 0 mosto é enviado para o decantador centrifugo, para
gue ocorra a separacao das proteinas e outras particulas formadas durante a ebulicdo. ApGs ser
clarificado, o mosto é resfriado em um trocador de calor a temperatura adequada ao género de
levedura a ser utilizada (alta e baixa fermentacdo). E logo a saida dos trocadores o mosto &
oxigenado, com a finalidade de elevar a oxigenagdo para manter as condi¢bes ideais de

fermentacéo e é doseada a levedura.
4.4.3. Fermentacao

A fermentac&o é importante e determinante para a qualidade e caracteristicas do produto final. E
durante esta etapa que ocorre a transformag¢do do mosto em cerveja, formando-se a maior parte

dos compostos responsaveis pelo aroma e sabor da cerveja (Ambev, 2012).

A fermentacéo alcodlica inicia-se através da ac¢éo das leveduras, que utilizam o aglcar do mosto
para o0 seu crescimento e multiplicagdo, dando como resultado a formacéo do alcool e anidrido
carbdnico. Para garantir as caracteristicas da cerveja, é fundamental utilizar um fermento puro, que
€ proveniente de uma mesma origem, sem nenhum tipo de mutacdo misturada e principalmente

nenhum contaminante presente, tais como bactérias ou leveduras selvagens (Ambev, 2012).

Glicose | Glicalise :> 2 Piruvato + 2 ATP
2 NAD* 2 NADH + 2 H*+

2 Etanol 12 Acetaldeido

(aceptor final de elétrons)

+
2 CO,

Figura lll : Esquema ilustrativo da fermentacéo alcodlica. (Fonte: Acerva, 2009)
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A fermentacdo pode ser dividida em duas fases, homeadamente, a fermentacdo primaria e a
fermentacdo secundaria. A fermentacdo primaria consiste na inoculacdo do mosto com as
leveduras de cultura, que transformam as moléculas de aglcar do mosto em alcool e didxido de
carbono. Apos a fermentacdo priméria, tem-se a fermentacdo secundaria conhecida como
maturacdo. Com a utilizacdo de tanques cilindro-cénicos, ndo ha a necessidade de transferir a
cerveja, ou seja, actualmente a fermentagdo e a maturacdo ocorrem na mesma cuba. A cerveja
permanece a cerca de 0°C, onde séo apuradas as caracteristicas sensoriais da cerveja (aroma e
gosto). No final a cerveja € clarificada e filtrada, de modo a remover o excesso de leveduras e

eventuais residuos em suspensao no liquido (Ambev, 2012).
4.4.4. Filtracdo

De acordo com Habert et al. (2006), o processo de filtracao é tido como finalizagcdo do processo de
producdo de cerveja. Tem por objectivos, eliminar os microrganismos que causam a turbidez
biolégica (leveduras e bactérias), eliminar macromoléculas (causadoras da turbidez nao biolégica,
como proteinas, matéria organica, compostos do Lupulo), clarificar e garantir que a estabilidade
seja alcancada (microbioldgica, organoléptica e coloidal) e garantir que todos coadjuvantes do
processo sao removidos da cerveja antes do seu enchimento (PVPP, estabilizadores de silica gel).
Este processo de eliminagédo dessas particulas ocorre através da passagem da cerveja maturada
por um meio filtrante sem que haja alteracdo da qualidade do produto final. Devendo este ser feito
com a maxima precaucdo, pois com a eliminagdo da levedura, qualquer infiltracdo de ar tera
consequéncias nefastas sobre a estabilidade organoléptica. Os tracos de oxigénio do ar sao
suficientes para induzir a oxidacao, para tal recorre-se com frequéncia, ao uso da agua desaerada
e carbonatada para o preenchimento das condutas e expulsdo do ar, por onde a cerveja ira

percorrer.

A filtracdo da cerveja é a Ultima etapa para corre¢do organoléptica da cerveja e deve-se ter em
conta o teor de CO, que reside dentro da cerveja. A quantidade de CO; produzido durante o
processo de fabricac@o cervejeira, ndo € suficiente para fazer face as necessidades finais do
produto. Sendo assim, faz-se a carbonatacdo da mesma que é a injec¢cdo do gas carbonico,
podendo ser pelo CO; gerado na etapa de fermentacdo ou de fontes externas. E apds a
carbonatacgédo, a cerveja pronta € enviada para tanques denominados BBT’s (Bright Beer Tank), ou
seja, tanque de cerveja filtrada, onde a mesma é mantida sob condi¢gbes controladas de presséo e
temperatura, de modo a garantir a preservacao das propriedades sensoriais e o equilibrio do teor

de COy, em todo o volume, antes do seu envio ao enchimento (Ambev, 2012).

De acordo com Ceccato-antonini (2010), nos dias actuais existem varias tecnologias para a filtracéo

da cerveja nas industrias, como o uso de filtro de placas, de velas até as membranas filtrantes. A
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escolha do tipo de filtracdo depende do estdgio de tratamento e da quantidade das particulas

presentes na cerveja maturada.
4.5. Contaminantes microbiol6gicos da cerveja

A cerveja € considerada uma bebida microbiologicamente estavel, um meio totalmente desfavoravel
ao crescimento de microorganismos deteriorantes, devido ao seu baixo pH (3.8-4.4), presenca de
gas carbonico, etanol e das resinas do Iupulo. Porém, mesmo com as condi¢des acima descritas,
alguns microorganimos deteriorantes podem multiplicar-se e sobretudo quando n&o ha capacidade

de manter as condi¢cbes acima descritas (Souza et al., 2017).

Os mesmos autores, citam ainda que o0s principais factores por detras do surgimento de
microorganismos deteriorantes na cerveja acabada séo a perda de CO; e consequente infiltragdo
do ar, a recontaminacdo através dos equipamentos mal higienizados e operadores. As
acetobactérias sdo as mais comuns e produzem metabdlitos, causando alteracdes no produto final,
como a turbidez, aromas e gosto desagradavel a vinagre, o que também acaba levando a rejeicao
por parte dos consumidores.

A contaminagdo microbiol6gica durante a producdo da cerveja pode ocasionar danos ao produto
final. E ocasionada principalmente devido a falhas no processo, relacionadas ao armazenamento e
qualidade dos gréos, processos de higienizacdo e esterilizagdo deficientes, falta de cuidados de
higiene pessoal dos operadores, gerenciamento inadequado e contaminagéo da levedura, erros no
processo de filtragdo, infiltracdo e incorporacéo de ar nas condutas dos BBT's e enchedoras e

pasteurizacao deficiente e também excessiva (Ceccato-antonini, 2010).

Sakamoto e Konings (2003), constataram que existem varios microorganismos relacionados com a
deterioracdo da cerveja. Dentre eles estdo as bactérias gram-positivas, principalmente aquelas
produtoras de &cido lactico pertencente aos géneros Lactobacillus e Pediococcus, que sao
anaerobicas facultativas e sao responsaveis por aproximadamente 70% da deterioracdo da cerveja.
As bactérias do género Lactobacillus sao bactérias heterofermentativas e homofermentativas. Ja
as bactérias do género Pediococcus sao homofermentativas, sendo a espécie mais conhecida no

mundo cervejeiro a Pediococcus damnosus.

As bactérias que séo capazes de realizar a fermentacéo de forma aerébica e anaerébica, pelo que
poderdo apresentar um crescimento acentuado tanto na fase de producdo do mosto como no
processo de fermentacdo e maturacdo da cerveja. Por outro lado, a maior parte das bactérias
presentes na cerveja sdo bactérias Acido-acéticas, estritamente aerdbicas e responsaveis pela
oxidagdo do etanol em &cido acético, causando um odor de vinagre as cervejas produzidas (géneros
Gluconobacter e Acetobacter). Assim, quanto mais elevado for o pH da cerveja, na faixa de 5-6,5,

mais facil encontrar-se-a este tipo de bactérias (Sakamoto e Konings, 2003).
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Outro contaminante mais comum no ambiente cervejeiro é a levedura selvagem. A contaminagao
pode ocorrer por leveduras do género Saccharomyces e nao-Saccharomyces e estes
contaminantes competem com as linhagens puras utilizadas pelas cervejarias. As leveduras
selvagens do género Saccharomyces sdo consideradas as mais perigosas, pois Sdo mais
semelhantes as linhagens de levedura de cultivo, dificultando a sua diferenciacdo (Amorim et al.,
2011).

As leveduras que apresentam caracteristicas contaminantes séo consideradas um grande problema
para a indastria de fermentagdo alcodlica. Essas séo consideradas leveduras selvagens pois
diferem da levedura de cultivo utilizada na producéo de cerveja. Elas tém a sua origem no ambiente
podendo ser introduzidas ao processo de fermentacdo através do substrato, dgua utilizada no
processo, ar e pelos problemas que podem surgir durante a assepsia dos tanques de fermentagéo

(Ceccato-antonini, 2010).

Segundo Palmann (2001), apesar do inéculo iniciador das fermentag@es industriais ser feito com
linhagens selecionadas e aprimoradas para uso comercial, existem leveduras selvagens que se
encaixam no perfil desejado para processos de sele¢do e apresentam alta eficiéncia fermentativa
combinada com a capacidade de tolerancia aos estresses e elevada capacidade dominante no
processo. Pois, a microbiota da fermentacéo é rica e em grande parte dos casos € detectada a
presenca de mais de uma levedura selvagem, altamente competitiva, que estabelece dominancia

ou age em consorcio com a linhagem comercial.

No estudo conduzido por Della-bianca et al. (2013), a dominancia exercida por uma linhagem é
descrita através da proporgdo desta na populagdo encontrada no fermentador. Esta caracteristica
€ dependente do grau de competitividade com relacdo a outras linhagens e a sua velocidade de

crescimento.

Através do estudo desenvolvido por Parazzi, Silva e Araujo (2002), na avaliacdo do desempenho
de linhagens de leveduras selvagens isoladas como contaminantes em uma inddstria produtora de
etanol, observou-se que uma linhagem destacou-se em relagdo a viabilidade celular, tendo se
adaptado perfeitamente as condi¢des do meio. Enquanto que, outra linhagem selvagem apresentou
um desempenho fermentativo bastante inferior, porém teve maior crescimento celular, sendo que a

sua presenca no processo de producgédo cervejeira pode causar perdas irrecuperaveis.

As linhagens de leveduras selvagens do tipo Saccharomyces e a levedura de cultivo apresentam
um metabolismo muito semelhante, o que dificulta controlar a contaminacdo. As leveduras
selvagens sao de dificil detecc¢édo, pois diferentemente das bactérias elas sédo pouco susceptiveis a
presenca de &cido, sendo assim impossivel serem eliminadas através de um processo de

tratamento com acido (Amorim et al., 2011).
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De acordo com 0 mesmo autor, compreender o comportamento das leveduras selvagens é visto
como uma solucdo para o problema. O monitoramento da permanéncia de leveduras selecionadas
e o controle de linhagens selvagens sdo importantes para garantir a eficiéncia da fermentacéo e
também a economia dos insumos utilizados para o controle dos efeitos negativos da contaminagéo.
Outro método é adicionar culturas puras de levedura cervejeira ao composto, de forma a diminuir a

guantidade destes microrganismos contaminantes.

Quando se identifica um caso de contaminagao por levedura selvagem, que cause prejuizo para o
rendimento da fermentacdo, a melhor accdo a ser tomada é a substituicdo da levedura
contaminada, reforco das condicbes de assepsia e controle das condicbes de fermentagéo

(Ceccato-antonini, 2010).
4.6. Impacto dalevedura selvagem na estabilidade da cerveja

De acordo com Souza e Feveiro (2017), as leveduras selvagens causam as seguintes alteracdes

na cerveja:

> Conferir odores fendlicos (pois possuem uma grande capacidade de descarboxilar 4cidos
fendlicos levando ao aparecimento de odores fendlicos na cerveja);

» Algumas culturas de S. cerevisiae sao capazes de produzir proteinas que, quando
segregadas em determinados intervalos de pH, podem levar a morte das leveduras de
cultivo (killer yeast);

» Conferir odores e sabores indesejaveis (possuir um pH bastante baixo de uma forma
continua também potencia o desenvolvimento da levedura selvagem, levando ao
desaparecimento gradual da levedura de cultivo);

> A concentracdo desta levedura selvagem no fundo dos tanques de fermentacéo, faz com
gue sejam deixadas grandes quantidades de acucar residual e aumento do tempo de
fermentacéo;

> Criar uma espécie de pelicula na superficie da cerveja;

» Causar a turbidez da cerveja.

Elas podem ainda causar a producdo excessiva de espuma, levando a perda do teor alcodlico e
perda de eficiéncia fermentativa e esta perda é proporcional ao nivel de contaminagéo presente
(Lorenz et al., 2000).

No processo de reutilizacdo de células, a levedura passa por um processo de centrifugacéo e a
presenca de leveduras selvagens faz com que haja reducgéo da eficiéncia desta etapa do processo,
produzindo uma massa de leveduras menos concentrada. Esta massa passa por uma condi¢éo de
estresse durante o tratamento acido, o que pode levar a diminuigdo da sua actividade celular ou
ainda a morte completa da levedura (Amorim et al., 2011).
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4.7. Controlo microbiolégico das leveduras selvagens

Segundo Ceccato-antonini (2010), a parte indispensével do controlo microbiologico é a detecgéo e
o isolamento de leveduras selvagens, uma vez constatada sua presenca na fermentacdo. As
ferramentas utilizadas para a identificagéo séo os meios diferenciais, testes fermentativos e técnicas
de identificagdo moleculares. Os meios de cultura diferenciais ou seletivos permitem isolar e
identificar leveduras selvagens das leveduras de cultivo, através de caracteristicas fisiologicas e
morfolégicas, como necessidades nutricionais especificas, resisténcia a determinados compostos

e interacdo com corantes (Ceccato-antonini, 2010).

O isolamento e identificacdo de leveduras selvagens séo realizados utilizando os meios: WLN
(Wallerstein Laboratory Nutrient), LYS (Lysine medium), UBA (Universal Beer Agar) e LWYM (Lin
Wild Yeast Medium), entre outros. Além disso, pode-se fazer o uso de técnicas moleculares como
PCR (Polymerase Chain Reaction) e DNA-fingerprinting, que s&o capazes de detectar
contaminagfes em pequenas quantidades, além de permitir a diferenciacéo a nivel intraespecifico
(Lansing, 2004).

Actualmente, ndo existem produtos ou processos especificos que sirvam para o controle das
leveduras selvagens sem que as leveduras de cultivo ndo sejam afectadas. Sendo assim, é
necessario que haja o controle microbiolégico do processo, visando identificar as areas mais criticas
e minimizar perdas de rendimento (Amorim et al., 2011).

A contaminacdo por leveduras selvagens, geralmente € detectada quando hd uma queda no
rendimento da fermentag&o, excesso de floculagdo e producdo de espuma, sendo estes sinais

tipicos da presenca de leveduras contaminantes. (Priest e Campbell, 2003).

De acordo com o mesmo autor, para além dos sinais tipicos da presenca de leveduras
contaminantes, elas causam odores e sabores indesejaveis e também a turbidez na cerveja. Estes
efeitos podem levar a perdas monetarias pois a cerveja contaminada tera de ser descartada, porque
através do processo de pasteurizacao havera somente o alcance da estabilidade biol6gica e ndo a
correccao dos parametros de qualidade afectados. Sendo assim, € importante que se faca a
substituicdo da levedura contaminada por levedura de cultivo pura e o reforco das condigbes de

higienizac@o dos equipamentos e do meio ambiente.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Local de estudo

O presente estudo foi conduzido na empresa Cervejas de Mocambique (CDM), que tem por objecto
social a producdo e subsequente comercializacdo de cervejas, bem como a importacdo e

exportacdo de produtos relacionados com o mesmo objecto.

5.2. Técnica de amostragem

Para a realizacdo deste procedimento experimental, foi realizada uma amostragem aleatéria
simples, onde foram selecionadas e colhidas amostras em quatro (4) pontos previamente
identificados como potencialmente criticos para a contaminacdo por leveduras selvagens. Nos
pontos identificados, foi colhida uma (1) amostra em quatro (4) momentos diferentes e encaminhou-
se as amostras para o Laboratério de Microbiologia interno da empresa, conforme ilustra a tabela
Il

Tabela Ill : Demonstracéao do plano de amostragem

Ponto de amostragem
Mosto em Cerveja .
Momento Levedura fermentacao . Cerveja antes da
(18-27n) filtrada pasteurizagao
Amostragem 1 1 1 1 1
Amostragem 2 1 1 1 1
Amostragem 3 1 1 1 1
Amostragem 4 1 1 1 1
Total 4 4 4 4

5.3. Andlises microbiolégicas: procedimentos laboratoriais

As analises consistiram no cultivo e isolamento, para além da identificacdo das leveduras selvagens
gue ocorrem no processo cervejeiro. O procedimento experimental foi realizado tendo como guia o
Manual de Microbiologia de Alimentos do Laboratério de Higiene de Alimentos e Aguas (1997) e o
Colour Atlas and Handbook of Beverage Biology (2005).
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5.3.1. Cultivo/isolamento de leveduras selvagens

Para a pesquisa (cultivo e isolamento) de leveduras selvagens no processo cervejeiro foram
aplicados os métodos propostos por Colour Atlas and Handbook of Beverage Biology (2005) e que

sao seguidos pela empresa.
i. Andlise dalevedura de cultura

Retirou-se 1 mL da amostra de levedura para um tubo de ensaio contendo 9 mL de soro fisioldégico
e em seguida homogeneizado com auxilio do vortex por 60 segundos de modo a obter a diluicao
mae. A partir da diluicdo méae, de forma asséptica, pipetou-se 1 mL para tubos de ensaio contendo
soro fisioldgico para obtencio das diluicdes seriadas até a diluicdo 107°. A partir das diluicbes
obtidas, pipetou-se 0.1 mL e inoculou-se na placa de petri contendo o meio de cultura YM+CuSO,
e a mesma quantidade para outra placa de petri contendo o meio WLN, através da técnica de
espalhamento. A amostra foi espalhada com o auxilio do espalhador do vidro pela placa e em
seguida, as placas invertidas foram incubadas a 28°C por 4 dias. Os resultados foram expressos
em UFC/mL.

ii. Analise do mosto em fermentacéo

A amostra do mosto em fermentagéo foi colhida no intervalo de 18 a 27 horas apés do fecho da
cuba, tendo se pipetado 0.1mL da amostra de mosto em fermentagéo para uma placa de petri
contendo o meio de cultura YM+CuSO4 e a mesma quantidade para outra placa de petri contendo
o meio WLN, através da técnica de espalhamento. A amostra foi espalhada com o auxilio do
espalhador do vidro pela placa e em seguida, as placas invertidas foram incubadas a 28°C por 4

dias. Os resultados obtidos foram expressos em UFC/mL.
iv. Andlise dacervejafiltrada e cerveja antes da pasteuriza¢céo (enchimento de barris)

Filtrou-se 100mL de cada amostra (cerveja filtrada e da cerveja antes da pasteurizacdo), através
do método de filtragdo por membrana, com o uso de membranas estéreis com didmetro de 0.45um
de poro e de forma asséptica. Apos a filtracdo, as membranas foram semeadas nas placas de petri
contendo 0 meio YM+CuSO4 e WLN e em seguida, as placas invertidas foram incubadas a 28°C

por 4 dias. Os resultados obtidos foram expressos em UFC/mL.
5.3.2. Identificacdo micro e macroscoépica das colbénias suspeitas de leveduras selvagens

Para a identificacdo micro e macroscopica das colonias suspeitas de leveduras selvagens, bem
como a quantificacéo, teve-se como guia o0 Manual de Microbiologia de Alimentos do Laborat6rio

de Higiene de Alimentos e Aguas (1997).
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i. Identificacdo macroscopica

Para a identificacdo macroscdpica, teve-se como base as caracteristicas das colénias como o

formato, o aspecto e a coloragédo (LNHAA, 1997).
ii. ldentificagcdo microscépica

Para a identificacdo microscopica, efectuou-se a coloracdo para observacdo das suas estruturas
morfoldgicas, sendo que a mesma consistiu na retirada de uma pequena por¢ao da coldnia, com o
auxilio da ansa de colocou-se sobre uma gota de eritrosina colocada numa lamina e cobriu-se com

uma lamela. Levou-se ao microscopio para a observagao, com a objectiva de 40x (LHNAA, 1997).

5.4. Andlise e apresentacdo dos dados

Os dados analisados foram organizados numa tabela excel e submetidos a analise estatistica
descritiva (calculo de média e desvio padrao). Estes dados foram apresentados em forma de

gréficos e tabelas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Ocorréncia de leveduras selvagens nas diferentes etapas do processo cervejeiro

Foi possivel analisar um total de 16 amostras, que foram colhidas nas diferentes etapas do processo
cervejeiro, durante 4 semanas, onde foi processada 1 amostra de cada ponto de amostragem por

semana e obteve-se o0s resultados apresentados abaixo:
i. Analise dalevedura de cultura

N&o houve o desenvolvimento de levedura selvagem em nenhuma das quatro (4) amostras de
levedura de cultura, ora analisadas. Neste ponto, os resultados obtidos foram satisfatorios, nédo
tendo sido verificada a ocorréncia de levedura selvagem. Estes resultados, demonstraram que a
levedura de cultura foi utilizada em condi¢cbes assépticas, sendo este facto possivel através da
realizacdo da propagacao da cultura em laboratério e a garantia das condi¢des higiénicas dos

tanques de levedura para o armazenamento e posterior utilizag&o.

Constatou-se ainda, nas placas contendo o meio WLN, o crescimento de levedura de cultivo e a
alteracdo da cor do meio, como ilustrado na figura IV:

Figura IV : Andlise da levedura de cultura. A: Placa contendo o meio YM+CuSOa4 e negativa para levedura

selvagem; B: Crescimento de levedura de cultivo para a diluicdo 10~° no meio WLN.

O crescimento da levedura de cultivo, verificado no meio WLN, foi devido ao facto deste ser um
meio diferencial e permitir a identificacdo de diferentes coloracdes, morfologias e texturas dos
isolados (Rocha, 2015).

Relativamente a alteracdo da cor do meio, verificou-se que apods o desenvolvimento da levedura de
cultivo, o meio tornou-se opaco/claro sendo que inicialmente era verde e as coldnias de leveduras
desenvolvidas apresentavam de coloragcdo branca e possuiam o centro esverdeado, sendo esta
caracteristica tipica da levedura de cultivo neste meio. Esta alteragéo foi também observada por

24



Jespersen e Jakobsen (1996) e é justificada pelo facto do meio WLN possuir em sua composicdo
o corante verde bromocresol. Sendo assim, a medida que as col6nias de levedura se desenvolvem,
absorvem o corante verde bromocresol, um indicador de pH, de maneira distinta, permitindo a

identificacdo de caracteristicas das colonias e a alteragéo da cor do meio.
ii.  Andlise do mosto em fermentacao

Para a analise do mosto em fermentacéo, verificou-se que as primeiras duas amostras, referentes
a primeira e segunda semana, que através do procedimento utilizado pela empresa para as placas
contendo o meio WLN, foram totalmente colonizadas ndo permitindo a identificacdo das col6nias

presentes e houve também a alteragéo da cor do meio, como é possivel observar na figura V:

Figura V : Elevado desenvolvimento da levedura no mosto em fermentacdo. A e B: Placas contendo o

meio WLN; C: Placa contendo o meio YM+CuSOs e negativa para levedura selvagem.

O crescimento elevado da levedura de cultivo e a alteragdo da cor do meio WLN, podera estar
relacionado com o facto da amostra ser de mosto em fermentacéo (18-27h), sendo esta a fase de
crescimento exponencial e que possui uma alta viabilidade celular. Este crescimento é ainda
justificavel pelo facto do meio de cultura utilizado ser propicio para o desenvolvimento de leveduras
e fungos filamentosos. A similaridade da levedura de cultura, para o mosto em fermentac&o
observou-se também o crescimento da levedura de cultivo para o meio WLN e a alteracdo da cor
do meio. As colonias observadas apresentavam coloragéo branca, eram opacas e circulares, sendo

essas caracteristicas similares as descritas por LNHAA (1997).

Com base no mesmo método, verificou-se que nas placas contendo o meio YM+CuSO, 0s
resultados obtidos foram satisfatorios sem a ocorréncia de levedura selvagem. Este facto pode ser
observado na figura V (C), acima ilustrada.

Através dos procedimentos utilizados pela empresa, verificou-se que neste ponto as placas
contendo o meio WLN foram totalmente colonizadas e dificultando a sua identificacdo. Para o mosto
em fermentacdo, a empresa faz o uso do meio WLN adicionado de ciclohexamida , por forma a
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inibir o crescimento de leveduras, pois nesta fase da fermentagcédo ha o crescimento maximo das

células de levedura, dificultando assim a sua diferenciacao.

Sendo assim, procedeu-se a realizagédo das diluicdes seriadas para as duas (2) amostras seguintes,
por forma a reduzir a quantidade de microorganismos presentes na amostra. Para a realizacdo das
diluicdes seriadas, foram utilizados os procedimentos descritos no LNHAA (1997). Através das

diluicdes seriadas realizadas, obteve-se os resultados apresentados na figura VI:

Figura VI : Resultados ap6s as diluicfes seriadas do mosto em fermentagdo. A: Crescimento de
levedura de cultivo para a diluicdo 10™* , usando o meio WLN; B: Ligeiro crescimento de levedura de cultivo

na diluicdo 10™*, usando o meio YM+CuSOa.

Os resultados obtidos apoés as diluicdes, foram satisfatorios ndo tendo sido verificada a ocorréncia
de levedura selvagem. Varios sao os factores que contribuiram para a obtencdo de resultados
satisfatorios na analise do mosto em fermentagéo, como os citados por Venturini et al., (2001) e
descritos anteriormente, como a utilizacdo do inéculo da cultura iniciadora em condi¢cdes assépticas,
realizacdo da higienizacéo e esterilizacdo nos tanques de fermentacdo e garantia do seguimento

das BPH por parte dos manipuladores.

Observou-se ainda que com as diluicbes utilizadas, que foram as de 1073, 10~4, 1075, registou-se
um elevado crescimento de levedura de cultivo para 0 meio WLN. Vieira e Fernandes (2012),
referem que para o meio WLN deve-se fazer o uso de diluicbes 10~7 e 1078, forma a reduzir a

guantidade de microorganismos presentes na amostra.

Pelo facto do processo fermentativo consistir no ponto central para a producdo de qualquer bebida
alcodlica, é imperioso que o mesmo seja livre de contaminac¢des. De acordo com Vaughan et al.
(2005), o mosto € rico em nutrientes e coopera para 0 crescimento microbiano, sendo que a
contaminacdo do mesmo por leveduras selvagens poderia levar ao abrandamento ou a cessacao

da fermentacao.
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Quanto ao meio YM+CuSO., que é um meio selectivo, ndo houve o desenvolvimento de leveduras
selvagens e verificou-se um ligeiro desenvolvimento da levedura de cultivo, 0 que demonstrou que
a quantidade de sulfato de cobre adicionado ao meio meio néo foi efectiva. No trabalho publicado
por Sun et al. (2016), mostra-se que as leveduras selvagens podem ser mais resistentes ao cobre
do que a levedura de cultura, sendo que a quantidade a ser adicionada est& na faixa de 50-300

mg/litro, dependendo da sensibilidade da cultura de levedura ao cobre.
iii.  Andlise da cerveja filtrada

Houve o desenvolvimento da levedura selvagem em 100% (n=4) das amostras analisadas, para o
meio YM+CuSOQ,, sendo que para o meio WLN, ndo registou-se o crescimento como demonstra o

gréfico 1, que se segue:
Gréfico | : Representacdo da contagem de levedura selvagem na cerveja filtrada

Cerveja filtrada

350
300
250
200
150
100
50
0

UFC/mL

1 2 3 4
YM+CuSO4 300 32 14 300
WLN 0 0 0 0

Momento da analise (semana)

No gréafico 1, sdo apresentados os valores das unidades formadoras de col6nias de leveduras
selvagens, na cerveja filtrada, sendo estes nado satisfatorios. Verificou-se a ocorréncia de leveduras
selvagens nas quatro (4) amostras analisadas, sendo este o maior ponto de contaminacdo do

presente estudo.

A presenca de leveduras selvagens afecta de forma negativa a qualidade do produto final como
também compromete a aceitacdo por parte do consumidor. Elas actuam causando a deterioracao,
tanto nos estagios iniciais como nos estagios posteriores do processamento, causando a

deterioracdo da cerveja (Lorenz et al., 2000).

De acordo com Souza e Feveiro (2017), as leveduras selvagens séo pertencentes a dois grupos,
as do género Saccharomyces e as nao-Saccharomyces (Brettanomyces, Debaryomyces,
Filobasidium, Zygosaccharomyces, entre outros). E a ocorréncia das mesmas no processo de

producdo cervejeira, pode ocasionar problemas no processo fermentativo, turbidez, odores e
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sabores indesejaveis na cerveja, sendo que a levedura mais implicada nesses casos € a

Brettanomyces spp.

Para o meio WLN, verificou-se que ndo houve o desenvolvimento da levedura selvagem, porém
verificou-se a presenca de levedura de cultivo e de bactérias. Silva-Filho (2003), refere que pelo
facto deste meio de cultura ndo ser selectivo, permite o desenvolvimento de qualquer espécie de
levedura. E para que haja melhor identificacdo das caracteristicas morfologicas das leveduras
selvagens, deve-se adicionar um agente inibidor, como € o caso do cicloheximida, que ir4 inibir o

crescimento da levedura de cultivo e permitir o crescimento de leveduras selvagens.

Os resultados dessa andlise, sugerem que tenha havido falhas nos processos de higienizacao e
esterilizacdo dos tanques de cerveja filtrada e do ambiente, sendo que estes processos permitem
eliminar todos os microrganismos nocivos a cerveja. E imprescindivel que a limpeza quimica
efectuada, assegure a eliminacdo de residuos de cerveja que podem acumular-se no interior dos
tanques. E para complementar a mesma, realizar a limpeza mecanica pela parte externa para
eliminar e essas comunidades microbianas que se formam. Para além da limpeza, sugere-se a
realizacdo de testes microbiol0gicos nos possiveis pontos de contaminagdo durante a maturacao
da cerveja, apesar da mesma dar-se no mesmo tanque de fermentagéo, e também no processo de
transferéncia da cerveja maturada para a filtragdo como também ao enchimento, sendo estes

pontos que possam ser estudados.
iv. Andlise da cerveja antes da pasteurizacdo (enchimento de barris)

Verificou-se que em 75% das amostras analisadas, houve o desenvolvimento de levedura selvagem
para o meio YM+CuSO. e para 0 meio WLN ndo se registou crescimento,sendo este resultado

similar a cerveja filtrada, como demonstra o gréafico 2, que segue:

Gréfico Il : Representacdo da contagem de levedura selvagem na cerveja antes da pasteurizacdo

Cerveja antes da pasteurizacao
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1 2 3 4
YM+CuSO4 10 300 300
WLN 0 0 0 0

o

Momento da andlise (semana)
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Referente a ocorréncia de leveduras selvagens na cerveja antes da pasteurizacdo, a similaridade
da cervejafiltrada, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios em 75% das amostras onde obteve-
se a positividade para a ocorréncia de leveduras selvagens. Na amostra 4 (quarta semana), o
resultado negativo para a levedura selvagem sugere que houve reforco do monitoramento da
higienizacao e esterilizacdo ndo s6 para os tanques como também para o ambiente, pois de acordo
com Ceccato-antonini (2010), a levedura selvagem tem sua origem no ambiente e pode ser

introduzida ao processo, através dos problemas que podem surgir durante a assepsia dos tanques.

Para além do crescimento das leveduras selvagens, verificou-se o crescimento da levedura de
cultivo, sendo que este facto deveu-se a quantidade de sulfato de cobre adicionada o0 meio para a
inibir o crescimento de levedura de cultivo, tendo a mesma sido ajustada para fornecer condi¢des
ideais para o crescimento de leveduras selvagens e a inibicdo da cultura de levedura, alterando-se

de 10mL para 15mL, por forma a evitar a existéncia de levedura de cultivo.

De acordo com o Instituto de Analise de Métodos Cervejeiros (1997), 0 meio YM+CuSQO4 possui a
vantagem de suportar de forma selectiva, o crescimento de uma grande variedade de leveduras
selvagens e espera-se a eficacia da inibicdo do sulfato de cobre para o crescimento das leveduras

de cultura e o crescimento da levedura selvagem possa ser promovido.

Descrevendo estatisticamente os resultados obtidos no presente estudo, as percentagens para as
variaveis ordinais sdo de 73,1% e 26,9% correspondendo, respectivamente, a resultado negativo e
positivo, para a ocorréncia de leveduras selvagens. Este cenério indica a necessidade de reforgo

alguns aspectos, como observou-se para a amostra 4 da cerveja antes da pasteurizagao.

A empresa possui varios pontos fortes que impulsionam para a obtengéo de resultados satisfatorios,
como o reforco de monitoramento higienizacdo e esterilizacdo dos tanques e do ambiente, a
utilizacdo da levedura em condicBes assépticas e a realizagdo do controle microbiol6gico dos
equipamentos apos a realizacao do CIP (Clean In Place) e em cada estagio de producdo. Estes

procedimentos garantem a manutencdo da qualidade da cerveja produzida.

Das amostras positivas para levedura selvagem, obteve-se a média de 48 + 110 UFC/mL, sendo
gue a analise estatistica realizada demonstrou que existe maior dispersdo dos dados amostrais em
relacdo a média. De acordo com Feijoo (2010), o alto desvio-padréo pode ser interpretado pelo
calculo do coeficiente de variacao (CV), avaliando assim a homogeneidade dos dados. Obteve-se
um CV de 229%, que € superior a 50%, demonstrando que existe uma alta dispersdo e
heterogeneidade dos dados obtidos, sendo que quanto maior for este valor menos representativa

é a média.

Segundo Ceccato-antonini (2010), as pesquisas aplicadas a producéao alcodlica tém-se concentrado

maioritariamente em problemas relativos as contaminacdes bacterianas, permanecendo as
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contaminac@es por leveduras selvagens pouco estudadas e conhecidas, e também pelo facto das
cervejas passarem pelo processo de pasteurizacdo para ao alcance da sua estabilidade bioldgica
com a finalidade de conservar e aumentar a vida Gtil do produto final, porém existem casos em que

podem ocorrer falhas neste processo e também alteracdes do produto antes deste processo.

A presenca das leveduras selvagens acarreta problemas como a alta competitividade com a
levedura de cultivo e existem casos que as mesmas predominam a populacao de células existentes.
Tendo em conta que para a eliminagéo de linhagens invasoras, ndo € possivel fazer a utilizagéo de
agentes microbianos e as melhores accfdes a serem tomadas sdo a substituicdo da levedura
contaminada por levedura de cultivo pura, reforcar as condi¢cdes de assepsia dos equipamentos e

do meio ambiente e controlar as condicdes de fermentacao (Ceccato-antonini, 2010).

Amorim et al. (2011), em seu estudo sobre os desafios cientificos da producdo de bioetanol no
Brasil, referenciou que ndo existem actualmente produtos especificos para o controle das leveduras
selvagens que nao afectem as linhagens comerciais. Sendo assim, € necessario que haja o controle
microbiolégico da fermentacdo, visando minimizar perdas de rendimento, pois as leveduras
selvagens podem ser introduzidas ao processo através de diversas formas como, a agua utilizada

no processo e pelos problemas que podem surgir durante a assepsia dos tanques de fermentacéao.
6.2. Identificagcdo micro e macroscoépica das colbnias suspeitas de leveduras selvagens

Os pontos que apresentaram contaminagdes foram cerveja filtrada e cerveja antes da pasteurizagéo
(enchimento de barris), representando uma frequéncia de 26,9%. As leveduras selvagens isoladas,
foram purificadas e descritas macro e microscopicamente, com base nas -caracteristicas

morfoldgicas exibidas pelas colbnias, sendo apresentadas abaixo:
6.2.1. Identificacdo macroscopica

A morfologia das col6nias desenvolvidas no meio YM+CuSO, foi documentada, como pode ser
observado na figura 7. Verificou-se que as colénias selvagens, possuiam formato arredondado e
rasteiro, coloracdo variada como rosa, castanho e branca e um aspecto liso e rugoso. A morfologia
observada nas placas positivas para as leveduras selvagens, mostra que houve predominancia de

coldnias de coloragéo rosa e castanha, como pode ser visto na figura 7:
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Cerveja filtrada

Figura VIl : Ocorréncia de leveduras selvagens no meio YM+CuSOa. A, B, C e D (Cerveja filtrada), com

a predominancia de coldnias rosadas e arredondadas; E, F, G e H (Cerveja antes da pasteurizacéo).

Efectuou-se a leitura das placas positivas para levedura selvagem e fez-se a identificacéo
macroscoépica das colénias, onde verificou-se que na placa E para além da levedura selvagem
houve o desenvolvimento da levedura de cultivo. Os resultados obtidos, estdo apresentados na

tabela IV, sendo estes obtidos tendo em conta ao formato, aspecto e coloragéo das coldnias:
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Tabela IV : llustragdo dos aspectos macroscépicos

Caracteristicas macroscépicas
Amostra/Placa
Formato Aspecto Coloracéo
- Himido
- Brilhante - Rosa
Placa A | - Arredondado )
- Lisa - Castanho
- Cremosa
- Himido
- Brilhante
- Lisa - Rosa
Placa B - Arredondado
o - Rugoso - Castanho
Cerveja filtrada
- Cremosa
- Cerebriforme
- Himido
- Brilhante - Rosa
Placa C | - Arredondado )
- Lisa - Castanho
- Cremosa
- Rugoso
Placa D - _ - Castanho
- Cerebriforme
- Himido
- Brilhante - Rosa
Placa E - Arredondado )
- Lisa - Castanho
Cerveja antes da - Rugoso
pasteurizacéo - Himido
. - Arredondado _
(enchimento de Placa F _ - Brilhante - Castanho
, - Rasteiro _
barris) - Lisa
- Himido
- Arredondado _ - Rosa
Placa G . - Brilhante
- Rasteiro ) - Castanho
- Lisa

Verificou-se a presenca de colbnias rugosas, nas placas B, D e E. A presenca de levedura de cultivo
na placa E, ocorreu devido a quantidade de sulfato de cobre adicionado ao meio, necessitando de

ajustes das quantidades para optimizagdo do meio.

A presenca de levedura selvagem rugosa, ocasiona a queda no rendimento da fermentacéo e
também na producdo do alcool. De acordo com Ceccato-Antonini e Parazzi (1996), elas s&o

capazes de dominar o processo substituindo a levedura de cultivo, causar a formacao excessiva de
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espuma e também a floculagdo. Nestes casos, para a retoma do rendimento esperado faz-se a

substituicdo da levedura de cultivo.

De acordo com Priest e Campbell (2003), a floculagéo € a agregacéo de células livres, que apos a
sua unido, sedimentam no meio ou flotam. Esse fenébmeno ocorre devido a factores intrinsecos,
como o controle genético e a factores extrinsecos, como as condigdes do meio em que as leveduras

encontram-se e sua interacdo com a estrutura da parede celular.

Nas placas A, C, F e G, verificou-se crescimento de col6nias que apresentavam-se de formato
circular, margens direitas, opacas e diferiam na coloracdo das mesmas. Estas caracteristicas
observadas nas placas acima citadas foram similares as descritas por LNHAA (1997) para a
levedura de cultivo, onde as mesmas apresentam-se de colonias brancas ou cremes, opacas,

circulares e com margens direitas.

Observacgoes feitas por Ceccato-Antonini e Parazzi (2000), no monitoramento microbiol6gico da
fermentacgéo etandlica, em unidades industriais e em safras diversas, indicaram a presenca de um
biotipo de levedura que apresentava células dispostas em cadeias, com colbnias opacas e
circulares, pertencendo a espécie S. cerevisiae. Este biotipo apresentou como caracteristicas a alta
capacidade de crescimento, formagdo de uma espécie de espuma grossa e pegajosa e também

levou a perda de acucar e alcool.

A presencga de colOnias que possuem caracteristicas similares a espécie S.cerevisiae no presente
estudo, foi referenciada por Latorre (2016), onde cita que elas representam maior risco de
contaminacéo, devido a sua similaridade, levam ao baixo potencial fermentativo e supem-se que

as mesmas possam ser mais resistentes a agentes antimicrobianos.

O maior risco de contaminacdo representado pela ocorréncia de leveduras selvagens
Saccharomyces, é da presenca do género Saccharomyces diastaticus, devido a sua semelhanca
morfolégica com a levedura de cultivo. Tendo em conta que as leveduras selvagens
Saccharomyces representam um desafio para as industrias no que diz respeito ao seu controle por
conta da sua similaridade com a levedura de cultivo, enquanto que as leveduras selvagens néo-
Saccharomyces podem ser controladas através das mudancas no processo (Souza e Feveiro,
2017).

Sendo assim, a andlise critica dos resultados ndo satisfatorios obtidos sobre a ocorréncia de
leveduras selvagens no processo, é fundamental pois a presenca delas pode acarretar sérios
problemas operacionais e também no produto final, tornando assim a realizacdo do controle
microbiol6gico como uma etapa imprescindivel para a detec¢do das leveduras selvagens no

processo de producdo cervejeira.

33



6.2.2. ldentificagdo microscopica

Para a identificacdo microscopica das leveduras selvagens suspeitas, efectuou-se a observagéo
das estruturas morfolégicas das coldnias obtidas na placa B (colénia castanha rugosa, figura 8-A),
placa B (colbnia rosa, figura 8-B) e placa C (colonia castanha lisa, figura 8-C). As estruturas
visualizadas foram documentadas, onde observou-se a presenca de células arredondadas e células

alongadas, como visto na figura VIII:

Figura VIl : Caracteristicas microscépicas das coldnias. A - células ovaladas; B - células cilindricas e

alongadas; C - células arredondadas.

Verificou-se a presenca de células ovaladas, na figura 8-A e células arredondadas,na figura 8-C.
As caracteristicas observadas no presente estudo, eram similares as da levedura de cultivo
descritas por Vaughan-Martini & Martini (2011), que microscopicamente, apresenta células

arredondadas ou ovaladas.

De acordo com as observacdes feitas por Ceccato-Antonini e Parazzi (2000), indicaram a presenca
de um biétipo de levedura com células dispostas em cadeias, pertencentes a S.cerevisae.
Considerando o estudo de Ceccato-Antonini e Parazzi, verificou-se a presenca de células dispostas

em cadeias, para a figura 8-A.

Para a figura 8-B constatou-se que apresentava células esféricas, cilindricas e alongadas.
Observou-se ainda que nas células cilindricas e alongadas, a presenca de células-filhas nao
separadas da célula-mae, sendo que este fenédmeno pode ser derivado de uma falha na separacéo,

permanecendo desta forma unida a célula-mae.

As caracteristicas acima descritas, foram semelhantes as descritas por Walt (1984b), em seu estudo
sobre a taxonomia das leveduras, onde estudou a ocorréncia da levedura do género Brettanomyces
tendo a mesma como caracteristicas gerais a presenca de células esferoidais, subglobosas a
elipsoidais, ogivais, cilindricas e alongadas e reproduzem-se por brotamento. Este género é
encontrado em diferentes ambientes, possuindo a capacidade de sobreviver por longos periodos
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de tempo e crescer em produtos em armazenamento, no caso das bebidas alcodlicas o seu

desenvolvimento inicia ap0s o processo de fermentacao e durante a etapa de maturacéo.

As caracteristicas encontradas no presente estudo, foram ainda semelhantes e sugestivas aquelas
de estudos realizados por outros autores, em que a confirmagédo deste género foi mediante a
realizacdo de exames macroscopicos em meio liquido, testes bioquimicos como a capacidade de
fermentar aclcares. A empresa pode realizar testes moleculares como a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), que permite a diferenciacdo a nivel intra-especifico, como também detecta
contaminagfes em pequenas quantidades. A sua confirmag&o é essencial pois as Brettanomyces
sdo produtoras de grande quantidade de &cido acético e competem com a levedura de cultivo

durante o processo de fermentacdo (Pedro, 2014).

A ocorréncia de leveduras selvagens no processo de produc¢ao cervejeira, pode ser devido a varios
factores. Contudo, existem algumas formas pelas quais se pode evitar a ocorréncia das mesmas,
como a promogdao de melhorias continuas no processo produtivo, por forma a alcangar niveis ainda

mais altos de eficiéncia e qualidade da cerveja produzida.

Para tal, o seguimento correcto da higienizacdo de todos os equipamentos e do ambiente, tendo
em conta o pressuposto de higienizacé@o e posterior esterilizagéo, realizar anélises microbiologicas
dos equipamentos apoés a esterilizagdo, das leveduras reutilizadas e do produto em cada estagio
do processo de producdo, sao accdes que desempenham um papel crucial na prevengédo da

contaminagédo por leveduras selvagens.
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7. CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos e as respectivas discussoes, conclui-se que:

» Houve o desenvolvimento da levedura selvagem no processo de producao, onde a cerveja
filtrada e a cerveja antes da pasteurizagdo no enchimento de barris, apresentaram-se como
as etapas criticas de ocorréncia de leveduras selvagens com uma percentagem de 26,9%.

» Macroscopicamente, existiam colénias de levedura selvagem que apresentavam
caracteristicas similares a levedura de cultivo e verificou-se também caracteristicas

sugestivas a existéncia de coldnias rugosas.

» Microscopicamente, as colonias castanha lisa e castanha rugosa, apresentavam células
arredondadas e ovaladas, respectivamente. A colonia rosa, apresentou caracteristicas como
células cilindricas e alongadas e a presenca de células-filhas, o que sugere a presenca de
levedura selvagem do género nao-Saccharomyces, que é o caso da Brettanomyces spp,

necessitando de mais testes para a confirmacao.
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8. RECOMENDACOES

Mediante os principais resultados e constatacdes do presente estudo, foram feitas as

recomendacdes a seguir apresentadas:

Por forma a contribuir para a melhoria do desempenho, a optimizacdo de processos da cerveja

produzida naquela unidade fabril, recomendou-se:

> Reforcar o controle microbiolégico de todo o processo produtivo, identificando as demais areas
gue possam contribuir para contaminacdo por leveduras selvagens e reforcar as condi¢cbes de
assepsia dos equipamentos e do ambiente por forma a minimizar os prejuizos monetarios para
a industria;

> Desenvolver um plano de accao para impedir a atracgao, o abrigo e o acesso dos pombos a
unidade fabril.

A comunidade académico-cientifica, recomenda-se:

» Continuidade no desenvolvimento do estudo, que é de extrema importancia para as
indUstrias cervejeiras, realizando analises microbiolégicas em outros laboratérios, com a
modificagdo dos procedimentos (meios e condi¢des de incubacao), por forma a verificar e
comparar os resultados obtidos no presente estudo.;

> Continuidade no desenvolvimento do estudo, procurando estudar outras etapas do processo

gue possam ser focos de contaminacéo e afectar a qualidade da cerveja.
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