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Resumo

A contaminacdo da cerveja por microrganismos esporulados ndo estd bem
documentada. Um total de 260 bactérias esporuladas, pertencentes
principalmente ao género Bacillus, foram isoladas de cervejas Lager e sem
alcool, sendo relatada a presenca/auséncia de genes resistentes ao lupulo
dessas bactérias. No presente trabalho foi avaliado o comportamento de trés
cepas de Bacillus thuringiensis (C:002, C:118 e C:206), que continham pelo
menos um gene de resisténcia frente a trés lUpulos (Saaz, Cascade e
Magnum), em trés concentracfes diferentes (30, 45 e 60g/ 20 litros), por
analise de halo de inibicdo. As cepas também foram inoculadas em cervejas
com diferentes pHs, avaliando-se de seu comportamento ao final de sete dias.
As principais etapas do processamento da cerveja, que sado a brassagem, a
fermentacdo e a maturacdo, foram simuladas em laboratério avaliando-se o
comportamento das cepas ao longo de cada uma destas etapas de processo.
Os dados indicaram que as cepas apresentam comportamento diferenciado em
funcdo da operacado unitaria empregada, sendo a a brassagem a etapa mais
drastica e que culminou no maior nimero de reducfes decimais. Os dados
indicaram que em valores de pH > 5,7 ha possibilidade de algumas cepas se
multiplicarem na cerveja. Em conjunto, os resultados deste estudo indicam que
as bactérias esporuladas podem sobreviver as etapas de fabricacdo de cerveja
e que, dependendo da composicéo do produto final, podem fornecer condi¢des
para a germinacdo e crescimento pdés-germinativo de bactérias esporuladas,

tais como B. thuringiensis.

Palavras-chave: cerveja, bactérias esporuladas, bebidas alcoolicas,

processamento, deterioragao.



Abstract

Contamination of beer by sporulated microorganisms is not well documented. A
total of 260 sporulated bacteria, mainly belonging to the genus Bacillus, were
isolated from Lager beers and without alcohol, and in part of the isolates, the
presence / absence of hop-resistant genes was reported. In the present work,
the behavior of three strains of Bacillus thuringiensis (C: 002, C: 118 and C:
206) was evaluated, which contained at least one hop resistance gene against
three hops (Saaz, Cascade and Magnum), in three different concentrations, by
inhibition halo analysis. The strains were also inoculated in beers with different
pHs, followed by an evaluation of their behavior after seven days. The main
stages of beer processing, which are brewing, fermentation and maturation,
were simulated in the laboratory, evaluating the behavior of the strains along
each of these process steps. The data indicated that the strains show a different
behavior due to the unitary operation employed, with the mashing being the
most drastic step and culminating in the largest number of decimal reductions.
The data indicated that at pH values> 5.7 it is possible for some strains to
multiply in beer. Together, the results of this study indicate that sporulated
bacteria can survive the brewing steps and that, depending on the composition
of the final product, they can provide conditions for the germination and post-
germinative growth of sporulated bacteria, such as B. thuringiensis .

Keywords: beer, sporulated bacteria, alcoholic beverages, processing,

deterioration.
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1 INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida que possui alta estabilidade microbiolégica
devido a fatores que desfavorecem a sobrevivéncia de varios microrganismos,
como por exemplo: presenca de etanol (0,6 a 12,3% v/v), alta concentragcao de
diéxido de carbono (aproximadamente 0,5% p/p), presenca de compostos
antimicrobianos do ltpulo, baixa concentracdo de oxigénio (<0,1 ppm) e baixo
pH (3,8 a 4,7). Mesmo possuindo tais caracteristicas, alguns microrganismos
ainda conseguem sobreviver e se multiplicar causando a deterioracdo do
produto (Suzuki et al. 2006; Sakamoto and Konings 2003). Estes
microrganismos podem ser carreados pelo malte, podem ser oriundos de uma
contaminagcdo por leveduras selvagens (que sdo outras espécies/cepas de
leveduras que ndo a cepa cervejeira) presentes no indéculo de levedura
cervejeira que sera usado no processo, além de também ter a possibilidade de
estarem presentes na area de processamento, contaminando assim o produto
em algum momento da fabricacdo. Além da deterioracdo, alguns problemas
podem ser causados durante o processamento, como por exemplo: 0 consumo
do acucar por leveduras selvagens; floculacédo precoce do fermento; formacéao
de goma; inibicdo e/ou reducdo da viabilidade das leveduras, o que
compromete o rendimento e a produtividade da fermentacédo (Althertum et al.
1984; Yokoya 1991).

Apesar de ser uma bebida com grande estabilidade microbiolégica,
conforme descrito acima, cervejas com valores elevados de pH, baixo etanol e
baixas concentracdes de CO,, e aquelas adicionadas de acgucar sdo mais
propensas ao crescimento microbiano (Fernandez 1995). A contaminacdo da
cerveja pode causar prejuizos econdmicos devido a retirada de produtos do
mercado, necessidade de descarte, pode colocar em risco a saude do
consumidor (caso haja contaminagdo por patdgenos), e ainda tem como

consequUéncia a perda da confianca do cliente.

A contaminacdo da cerveja por microrganismos esporulados ndo esta
bem documentada. Os esporos bacterianos sao resistentes a operacoes

unitarias empregadas no processamento e podem persistir nos alimentos,
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ambiente e superficies de processamento por longos periodos. Os esporos
podem germinar sob condi¢cbes variadas de temperatura, pH e atividade de
agua, potencialmente resultando em toxiinfec¢cées alimentares ou deterioracéo
dos alimentos (Carlin 2011). A elevada resisténcia dos esporos, juntamente
com seu grande poder de adesao, tornam 0s microrganismos esporulados um
grande desafio para a indastria de alimentos. Alguns patdogenos com
capacidade de esporular tais como Bacillus cereus, sdo hidrofébicos, podendo
se aderir a diversos tipos de materiais e superficies, resistindo a processos de
higienizacdo (Gomes 2013).

Munford et al. (2017), isolou e identificou 260 bactérias esporuladas de
cervejas Lager e sem alcool, pertencentes aos géneros Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus, Lysinibacillus, Cohnella, Rummeliibacillus, Alicyclobacillus e
Anoxybacillus. Além disso, estes autores relataram que alguns isolados
carreavam genes de resisténcia ao lupulo. O IUpulo contém iso-alfa-acidos e
suas formas isomerizadas que correspondem aos compostos que garantem a
estabilidade microbiolégica da cerveja (Caballero et al. 2009). A resisténcia ao
lGpulo pode ser causada por contato prolongado das bactérias aos compostos
do ldpulo, resultando assim em uma resisténcia aos seus compostos
antibacterianos. Haakensen e Ziola (2008) identificaram bactérias esporuladas
capazes de deteriorar cerveja e que carreavam genes de resisténcia ao lapulo,
evidenciando assim que tais microrganismos representam risco de deterioracéo
em diversos tipos de cerveja. Sabe-se que a principal fonte de microrganismos
esporulados € o solo e que matérias-primas possuem frequentemente
contagens elevadas de esporos (Carlin, 2011). Considerando-se que as
matérias-primas usadas para fabricacdo da cerveja podem contaminar-se por
bactérias esporuladas e que estas bactérias podem sobreviver e até deteriorar
o produto final sob determinadas condicdes, fica evidente a importancia de se
estudar o seu comportamento ao longo de algumas etapas do processamento
desta bebida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicao

A fermentacdo de cereais € o primeiro processo biotecnolégico utilizado
pelo homem. O processo fermentativo de fabricacdo da cerveja teve seu inicio
na Mesopotamia em 6.000 antes de Cristo (a.C), sendo utilizada ndo sé como
parte da dieta mas também como artigo medicinal e cosmético (Aquarone et al.
1983). Alguns estudiosos arriscam datar 0 nascimento da cerveja por volta de
8.000 a.C, e alguns afirmam ter acontecido na Suméria (Hornsey 2003;
Fernandes 2012). A producao foi se aperfeicoando e hoje em dia a cerveja é a
bebida alcodlica mais consumida no mundo, devido a fatores como prazer,

paladar, lazer e sociabilidade (Fernandes, 2012).

A legislagéo brasileira define cerveja como: "a bebida obtida pela
fermentacao alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua
potavel, por acdo da levedura, com adicdo de lapulo” (Brasil, 1997). Em alguns
paises é permitido o uso de algumas matérias-primas como arroz, trigo ou
milho como adjuntos, para corrigir propriedades que ndo foram alcancadas,
principalmente como fonte extra de carboidratos, e reduzir custos (D'Avilla, et
al. 2012).

A producao de cerveja sempre foi considerada uma arte, e em algumas
culturas a bebida é considerada um liquido sagrado. Ela é valorizada tanto
pelas suas propriedades fisico-quimicas (qualidade), quanto pelo seu
emaranhamento religioso, cultural e tradicional (Meussdoerffer 2009). O
processo de fabricacdo da cerveja ndo muda ha milénios. Hoje em dia
utilizamos as mesmas operacdes unitarias que eram utilizadas na Idade Média,
pois a natureza da cerveja vem justamente das matérias-primas e de

processos classicos (Bamforth 2000).

No Brasil, a cerveja fora trazida pela companhia das indias Orientais, no
século XVIII, pelos holandeses e passou a ser conhecida, mas nao téo
consumida, ficando bem atras da cachaga que era a bebida mais popular na

época. Em 1888 surgiram as duas grandes cervejarias que fariam historia no
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Brasil: A Companhia (Cia.) Cervejaria Brahma e a Cia. Antarctica Paulista. Em
1999 com a fusado das Cia. Brahma e Antarctica, surge a Ambev — Companhia
de bebidas das Américas. A criagdo da Ambev e a sua posterior fusdo com a
empresa belga Interbrew foram os dois fatos mais marcantes da histéria da
cerveja brasileira. Com o nome InBev, a nova empresa mundial tornou-se a

maior produtora do mundo de cerveja (Venturini-Filho 2016).

O Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, produzindo 14
bilhdes de litros em 2017, e 27° em relagcdo ao consumo per capita. Essa
producdo gerou um faturamento de 107 bilhdes de reais nesse ano
(CERVBRASIL, 2018).

As cervejas sdo divididas em dois grandes grupos: Lager e Ale. A
primeira e mais comum, é fabricada em fermentacao profunda (baixa), e dentro
deste grupo destacam-se as Pilsen (sabor suave, cor clara e teor alcodlico
entre 4 e 5%), Viena (amargor caracteristico do malte, cor acobreada clara,
teor alcoolico entre 4,5 e 5,5%), Dunkel (sabor e aroma doces, coloracao varia
do cobre ao castanho-escuro, teor alcodlico entre 4 e 6%) e Boch (adocicada,
coloracao varia de cobre claro a castanho, teor alcodlico entre 6,3 e 7,2%). Seu
processo fermentativo ocorre lentamente e dura em torno de 6 a 10 dias, na
temperatura de 7 a 12°C. ApGs a fermentagcdo a cerveja "descansa" a 0° C
durante o periodo de 15 a 20 dias (Delos 1994).

As Ale sdo produzidas em fermentacdo superficial ou "alta", onde se
destacam as Porter (escura, encorpada, sabor acentuado de malte, adocicada,
cerca de 5% de alcool) e as Stout (menos escura e mais amarga que as Porter,
teor alcodlico entre 5 e 6,5%). A fermentacdo deste tipo de cerveja ocorre entre
20 e 25°C, no periodo de 2 a 5 dias, e sédo armazenadas entre 4,5 e 8°C (Delos
1994).

2.2 Matérias-primas

As matérias-primas essenciais para a producao de cerveja séo:

2.2.1 Agua
Correspondendo a em média 95% do produto final, a agua é a matéria-

prima mais importante na producdo da cerveja e possui caracteristicas
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determinantes para a qualidade da bebida (Pombeiro 2008). Aquarone et al.
(1983) define a agua ideal como: nado clorada, potavel, pH entre 6,5 e 7,0;
menos de 100 mg/litro de carbonato de calcio ou magnésio; tracos de
magnésio na forma de sulfatos; 250 a 500 mg/litro de sulfato de calcio; 200 a
300 mg/litro de cloreto de sddio e menos de 1 mg/litro de ferro. A agua utilizada
nas cervejarias geralmente passa por um tratamento para entrar nos padrbes
fisico-quimicos e microbiolégicos necessarios. Aguas de baixa qualidade
podem ter um custo de tratamento final muito alto, inviabilizando o negdcio
(Briggs et al. 2004).

Alguns sais desempenham um papel Unico na cerveja, como exemplo o
calcio que protege a enzima amilase da desativagao térmica durante a hidrélise
do amido 23 bem como precipita o0 oxalato (CaC,0,4), evitando assim a
posterior turvacdo da bebida (Bamfoth 2003). O magnésio, que € essencial ao
funcionamento de certas enzimas da levedura, pode conferir amargor a bebida
quando em niveis mais elevados que 30 mg L™. O zinco ativa a sintese de
proteinas, o que estimula o crescimento das leveduras (ativando a
fermentacao). Ja os cloretos de célcio e magnésio conferem um paladar mais
encorpado a cerveja, porém se a concentracdo estiver mais alta que 100 mg L™
pode ocorrer corrosao dos equipamentos da linha de producéao (Reinold 1997).

2.2.2 Malte

Malte é um termo técnico que define a matéria-prima resultante da
germinacao de qualquer cereal sob condi¢cdes controladas (Kunze 1997). Ele é
a base do sabor de toda cerveja. O processo de fabricacdo do malte chama-se
maltagem e consiste no umedecimento e posterior germinagcdo dos graos,
visando a sacarificacdo dos amidos para melhor assimilacdo das leveduras. O
cereal mais utilizado é a cevada devido ao seu alto teor de amido e sua
capacidade enzimatica, mas em alguns paises é permitida a utilizacdo de
adjuntos, que séo fontes alternativas de carboidratos (Fernandes 2012). Os
adjuntos séo escolhidos para aumentar a eficiéncia da brasagem, contribuindo
como fonte de carboidrato para a levedura. Podem ser qualquer outro cereal

como arroz, sorgo, trigo, entre outros. O Brasil produz apenas maltes base
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(mais usados em Pilsen, cervejas claras), tendo apenas quatro espécies destes

gue se adaptaram ao clima.

Malte base € aquele que, apdés germinagdo, € apenas secado a
temperatura de 65°C, sem coloracéo escura, sabores ou aromas marcantes. E
a fonte de enzimas para a mostura. Ja os denominados maltes especiais,
passam por temperaturas mais altas para obtencdo de cor e aroma e ja nao

possuem enzimas, pois elas desnaturam na temperatura de 78°C.

2.2.3 Lupulo

O lapulo é o responséavel por conferir aroma e amargor a cerveja, além
de possuir propriedades antibacterianas e de estabilizacdo da espuma. As
flores das plantas femininas de Humulus lupulus possuem granulos de lupulina,
material resinoso rico em O6leos essenciais, resinas amargas e polifendis
(Fernandes 2012). A definicdo para lapulo comercial, de acordo com o decreto
6.871 de 2009, compreende os cones das inflorescéncias em sua forma natural

ou industrializada, aptos para o consumo humanao.

O Ildpulo possui substancias que podem ajudar na saude, o que é
comprovado por grandes trabalhos cientificos desde praticamente o inicio dos
estudos académicos sobre a planta. Os flavondides, algumas destas
substancias, estdo muito presentes no lUpulo. Os de maior destaque s&ao:
xanthohumol, isoxanthohumol, quercitina, kaempferol e resveratrol. (Vanhoecke
et al. 2005), que podem ter efeito sedativo, diurético e propriedades
antibacterianas. Ele também afeta positivamente o sistema nervoso,
combatendo a tensdo, diminuindo a ansiedade e melhorando o bem-estar,
além de ser usado no tratamento de sintomas da menopausa. Ha ainda,
estudos relacionando o ldpulo no combate a obesidade, uma vez que ele
inibiria a agado de enzimas digestivas como a a-amilase, a-glicosidase, lipase e

tripsina (Marques et al. 2014), reduzindo a absor¢éo de carboidratos e lipideos.

O Brasil comecou a desenvolver sua producédo de Iupulo com grande
dificuldade ja que ndo possuimos o clima e as caracteristicas essenciais do
solo para tal. Uma das razdes pelas quais apenas algumas regiées cultivam o

lGpulo, € que ele precisa de 13 horas de luz solar para florescer, por isso no
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Brasil o cultivo é dificil (mas n&o inviavel), jA que o0 nosso pais ndo se encontra
na latitude que oferece esse tempo de luz solar. Outro fator importante para o
cultivo é o clima, devido as exigéncias de certos controles de temperatura e
umidade (Bamfoth 2003).

O lapulo € um dos insumos mais caros na producéo da cerveja. Eles se
diferem em lUpulos de amargor, aroma e de amargor e aroma (EBlinger 2009).
Os de aroma possuem compostos aroméaticos finos, como farneseno e
cariofileno, o que resulta em caracteristicas sensoriais singulares no produto
final. Seus Oleos essenciais possuem alta complexidade, com mais de 300
componentes aromaticos presentes, na maioria hidrocarbonetos e terpenos, e
possuem de 2,4 a 5% de a-acidos (Fergus 2006; Bamfoth 2009). J& os de
amargor possuem alta quantidade de a-acidos, de 10 a 15%, onde sé&o
encontrados 0s compostos de amargor cohumulona, humulona e adhumulona.

Sao extraidos da resina do lupulo, assim como os B-acidos (Kunze 2011).

O ldpulo atualmente quase ndo € utilizado in natura, € adicionado em
forma de pellet, em pd (cry hops), flor desidratada ou extratos aquosos de
Oleos essenciais ou a-acidos derivados do lUpulo. Ha varias formas de adicéo
do lupulo na bebida, podendo ser adicionados de uma s6 vez, ou em VAarios
momentos da etapa da fervura, dependendo das caracteristicas desejadas na
cerveja, atribuindo assim sabor, aroma e também propriedades antimicrobianas
(Jaskula et al. 2008). Por exemplo, os lupulos de aroma geralmente sao
adicionados no final da etapa de fervura, evitando a perda de 6leos essenciais
que por sua vez sao volateis (Kunze 2011).

2.2.4 Levedura

S&80 0s microrganismos responsaveis pelo processo fermentativo, no
qgual o consumo de glicose do mosto (malte + agua) pela levedura gera CO; e
alcool etilico caracteristicos da cerveja. Geralmente as fermentagfes tém inicio
com cepas de leveduras puras mantidas em meio de cultura solido ou células
liofilizadas, selecionadas para o processamento especifico da cervejaria (Kalnin
1999).
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A espécie mais comum utilizada na maioria dos estilos de cerveja é a
Saccharomyces cerevisiae, mas outras espécies sao utilizadas para a
elaboracdo de alguns estilos especiais, por exemplo, Brettanomyces
bruxellensis para a producédo de cervejas mais amargas e Wickerhamomyces
anomalus para producdo de cervejas funcionais e de baixo teor alcodlico
(Basso et al. 2016).

Duas estirpes ou cepas diferentes de levedura sédo responséaveis pelos
dois tipos diferentes de fermentacdo, a alta e a baixa. Tradicionalmente as
leveduras Ales sédo descritas como de “alta fermentagao”, pois elevam-se a
superficie no final da fermentacdo e formam uma pelicula flutuante de
biomassa. J&4 as Lager s&o denominadas de “baixa fermentagdo”, porque
floculam no final da fermentacéo e formam uma fase sedimentada de biomassa
(Carvalho et al. 2006). A linhagem utilizada para Ales é a Saccharomyces
cerevisae, que sdo as mais diversas entre as leveduras e ja foram isoladas em
varias regides do mundo, também conhecidas por promover uma “fermentagéo
top” (Bokulich and Bamforth 2013). As leveduras de alta fermentacdo também
podem influenciar, produzindo mais ésteres do que alcoois superiores em

relacdo as leveduras de baixa fermentacéo.

A diferenca sensorial entre os estilos de cerveja é marcada pelo tipo de
fermentacdo utilizado na produgcdo. As leveduras de alta fermentacéo
produzem um aroma mais frutado, aromatico e picante, enquanto as leveduras
de baixa fermentacdo produzem um buqué aromatico mais leve, menos florado,
mais suave. O processo de fermentacdo também ocorre diferente entre elas: as
leveduras de alta fermentacao trabalham a uma temperatura entre 20 e 25 °C
por cerca de 2 a 5 dias de fermentacdo, ao passo que, as de baixa
fermentacao necessitam de temperaturas mais baixas, por volta de 7a 12 °C e

o tempo de fermentacao dura entre 6 e 10 dias (Kling 2006).

2.2.5 Adjuntos

Os adjuntos séo utilizados como fonte de carboidrato complementar,
substituintes do malte para corrigir corpo e alcool, dar equilibrio, proporcionar
estabilidade fisica, e, principalmente, reduzir custo de producdo (Fernandes

2012). O principal adjunto usado no Brasil € o milho, mas outros cereais podem
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ser utilizados como o arroz, trigo e sorgo, e também extratos de cereais ou
outros acucares (Bannwart 2015). A legislacdo brasileira permite o uso de
adjuntos na formulacdo da cerveja em relacdo ao extrato primitivo de acordo
com o tipo (colorac&o) da cerveja. De acordo com a legislacao, extrato primitivo
ou original é o extrato do mosto de malte de origem da cerveja, que por sua vez
€ definido como o resultante da desidratacdo do mosto de malte até o estado
sélido, ou pastoso, devendo, quando reconstituido, apresentar as propriedades
do mosto de malte. Assim, a quantidade permitida de adjuntos em relacdo ao
extrato primitivo, ndo podera ser superior a 15% na cerveja clara (a que tiver
cor correspondente a menos de vinte unidades EBC (European Brewery
Convention)), 50% na cerveja escura (vinte ou mais EBC) e 10% na cerveja
extra (Brasil 1997).

Paises como Alemanha e Bélgica, onde a tradicdo cervejeira é forte,
obedecem a "Lei de Pureza da Cerveja" (Reinheitsgebot), estabelecida em
1516 na cidade alema de Baviera. A lei proibe adicdo de qualquer matéria-
prima que ndo seja cevada, lupulo e agua (Kunze 1997). Cervejarias artesanais
geralmente seguem a lei de pureza. Frederico Ming, mestre-cervejeiro da
Cervejaria Capitu, cervejaria artesanal situada no estado de S&o Paulo, afirma
que os adjuntos, se corretamente tratados, sdo positivos na elaboracédo da
cerveja e que o ndo uso pelas cervejarias artesanais € uma questdo de
preconceito, ja que os monges Trapistas usavam acUcar na elaboracdo de
suas cervejas, e uma série de diferentes caracteristicas organolépticas podem
ser exploradas com essas diferentes matérias-primas. Além disso, os adjuntos

possuem menor risco de contaminac¢ao e maior controle no processo.

2.3 Processamento

O processo de fabricacdo da cerveja pode ser dividido basicamente nas

seguintes etapas:
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MOSTURACAO m) | Maltagem mm) | Brassagem

.

FERVURA ‘ Adigéo de IUpqu

¥

FERMENTACAO mm) | Adicio de levedura

.

MATURACAO

.

FILTRACAO

.

ENVASE E PASTEURIZACAO

2.3.1 Maltagem

O processo de transformacdo dos graos de cevada em malte pode ser
explicado em trés fases: maceracdo, germinacao e secagem. Os grdos apos
serem limpos e selecionados sé@o colocados em tanques e imersos com agua,
adquirindo a umidade necessaria para iniciar a germinacao (40-42%). Logo
apos sao depositados em caixas de germinacdo sob condi¢des controladas de
temperatura, umidade e oxigénio durante o periodo de 4 a 6 dias. O objetivo da
germinacao € liberar as enzimas necessdrias para degradacdo das proteinas e
amidos, formando assim o alimento para a levedura. Para inativar as enzimas €
feito o processo de secagem em rampa ou de torrefacdo e a germinacéao é
interrompida. Ap0s secagem o malte é armazenado em silos onde fica
estabilizando por no minimo 3 semanas (Sobral 2006). Diferentes tempos e

temperaturas de torrefagao resultam em diferentes tipos de cerveja.

2.3.2 Brassagem
O malte moido é adicionado de dgua aquecida e submetida a condi¢cdes
de tempo, temperatura, pH e agitacdo pré-estabelecidas para que as amilases

do malte sejam ativadas e hidrolizem o amido de acgUcares simples. A "pasta”
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formada é filtrada para separar a parte insoluvel (grédos gastos, cascas do malte
e proteinas coaguladas, denominadas “dreche”, que € um excelente alimento

para o gado), da parte filtrada (mosto) (Pombeiro 2008).

Sendo o objetivo principal da brassagem sacarificar os aclUcares do
mosto, logo cada estilo de cerveja necessecitara de rampas de temperaturas
diferentes, dependendo das enzimas que estardo presentes na mistura. As
principais enzimas, presentes em todos os estilos de cerveja, sdo a a-amilase e
a B-amilase. A primeira atua a 70+3°C, produzindo acgUcares fermentesciveis
como a glicose, maltose e maltotriose, e também algumas dextrinas. Ja a [3-
amilase atua na faixa de 55-60°C, produzindo maltose (Bamfoth 2003). A B-
glucanase, que esta presente somente em cervejas de trigo ou cervejas
especiais que utilizem algum ingrediente que possua a enzima, tem sua
ativacdo ideal em torno de 45°C. Algumas receitas mais elaboradas também
possuem a rampa de temperatura de 50°C, chamada de descanso proteico,
onde ocorre a desnaturacao de proteinas.

A estapa da brassagem também tem grande importancia pelo fato de
gue determinara as principais caracteristicas do produto final: teor alcodlico,
corpo, cor e formacdo e retencdo da espuma. Essas caracteristicas sao
determinadas de acordo com a quantidade e tipos de maltes empregados na
receita e pelas temperaturas e tempos utilizados na etapa (Kunze 2006).

2.3.3 Fervura

O mosto é transferido para caldeiras onde € fervido e é adicionado o
lGpulo. A fervura ocorre em torno de 60 minutos, pois a partir desse tempo a
isomerizacao dos a-acidos do lupulo ja ndo ocorre de forma significativa e
consequentemente ndo ha4 aumento no amargor, e apds isso 0 mosto é
resfriado para a etapa seguinte de fermentacdo, que requer baixas
temperaturas. O lapulo pode ser adicionado em varios momentos durante a
fervura, para desenvolver aroma e sabor. Ele é adicionado na etapa de fervura
para que aconteca a reacdo de isomerizagao, a fim de converter a-acidos em
iso-a-acidos, o que favorece o amargor da cerveja. Como a fervura também
causa perda dos Oleos essenciais do lupulo, pois sdo altamente volateis,

costuma-se utilizar dois tipos de adicdo na mesma fervura, uma no inicio e
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outra no fim. Assim os acidos amargos sao isomerizados e a perda dos 6leos

volateis que conferem aroma € minimizada (Hardwick 1994).

A fervura é de suma importancia para a qualidade final da cerveja e tem
como obijetivos: esterilizacdo do mosto, solubilizacdo das substancias amargas
e aromaticas do lupulo, eliminacdo de substancias volateis que conferem
sabores desagradaveis, inativacdo de enzimas, coagulagcdo de complexos
proteicos que podem causar turvagdo no produto final, e formacéo de alguns
compostos responsaveis por cor e sabor (Sobral 2006). Apds fervido, 0 mosto é
resfriado para a seguinte etapa, geralmente o resfriamento ocorre por trocador

de calor de placas.

2.3.4 Fermentacéo

Na primeira etapa da fermentagdo, as leveduras sdo inoculadas no
mosto aerado em tanques de aco inox para evitar contaminacédo e perda de
CO,, onde se reproduzem rapidamente devido a quantidade de O, dissolvido
no meio. Os tanques possuem um sistema de serpentinas ou camisas de
refrigeracdo para o controle rigido de temperatura que, dependendo do tipo de
cerveja, fica em torno de 10 a 15°C para cervejas tipo Lager, e de 17 a 22°C
para Ales (Kunze 1997). Apds todo o O, ser consumido as leveduras comecam
o processo de conversdo dos acucares em CO,, etanol e compostos
aromaticos. O processo de fermentacdo dura de 2 a 10 dias, dependendo do
estilo de cerveja a ser produzido. Ao final da fermentacdo as leveduras
floculam e podem ser retiradas, tratadas e armazenadas para novas bateladas
de fermentacdo, enquanto conseguirem fermentar com eficiéncia 0 mosto

cervejeiro. Este processo € muito comum em cervejarias (Santos et al. 2005).

Varios subprodutos sdo gerados durante a fermentacdo, como: alcoois
superiores e ésteres, que contribuem para positivamente nas caracteristicas
sensoriais do produto final; e também aldeidos, compostos de enxofre e diacetil
que por outro lado sdo considerados defeito de fabricagdo. O controle da
temperatura e cuidados com a sanitizagdo da area de processamento e com 0S
tanques sao importantes nesta etapa, onde o risco de contaminacao

microbiolégica é maior. A temperatura ideal da fermentagédo esta relacionada
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com a temperatura de atuagdo da cepa e também com o estilo de cerveja a ser
produzida (White et al. 2010).

2.3.5 Maturacéao

O mosto fermentado, também chamado de "cerveja verde", ainda possui
na sua composicao parte de material fermentescivel e suspenséo de leveduras,
passa pela maturacdo, que é considerada uma fermentacéo complementar pois
0 microrganismo continua atuando, sé que em velocidade reduzida devido a
temperatura de acondicionamento e sua baixa contagem de células. Coldides
gque causam turvacdo se precipitam e sao eliminados juntamente com
substancias que causam sabor desagradavel. Esta etapa € realizada numa
baixa faixa de temperatura (0 a 3°C) variando dentro de um periodo de 15 a 60
dias dependendo da cerveja que estiver sendo produzida. Uma Pilsen, por
exemplo, pode permanecer de 15 a 20 dias nesta fase, dependendo da sua
receita e do mestre cervejeiro que estd produzindo. A maturacdo ajuda na
clarificacéo da bebida e melhora o sabor. Ao final desta etapa temos a cerveja
"madura” ou chope. Algumas cervejas ndo passam pelo processo de filtracdo
nem pela pasteurizacdo, e quando nao passa por esta temos o famoso Chope,
gque possui sabor mais acentuado, auséncia de conservantes, e devido a isso
também possui vida atil menor (em torno de 60 dias sob refrigeracao)
(Aquarone et al. 1983; Santos et al. 2005).

2.3.6 Filtracao

Seu principal objetivo é a clarificacao do liquido, que pode ser alcancada
por sedimentacdo de gravidade, uso de agentes clarificantes, centrifugagéo e
mais comumente a filtracdo. Essas técnicas podem ser utilizadas em conjunto

ou individualmente (Venturini-Filho 2016).

A filtracdo é feita para que o0s complexos proteicos coloides sejam
eliminados junto com possiveis contaminantes microbiolégicos, inclusive as
leveduras. Assim o liquido se torna mais limpido e brilhante. A cerveja
maturada é bombeada através de uma membrana ou meio filtrante. Nesta fase
a concentracdo é ajustada, podendo ser adicionada agua para diluicdo, e os
valores de CO, podem ser ajustados a quantidade desejada para o produto
final (Fernandes 2012).



23

2.3.7 Envase e Pasteurizagéo

Apos filtrada a cerveja segue para a etapa de envasamento, que pode
ser feita em latas, garrafas ou barris. O enchimento é realizado utilizando-se
um sistema de contra-pressado com gas carbdnico, para que assim seja evitada
a formacéo de espumas e 0 oxigénio contido nas embalagens seja eliminado.
Assim ndo ha perigo de ocorrer oxidacdo e a contaminacao microbioldgica é
mais dificil de acontecer. A estabilidade microbiolégica € garantida com o
processo de pasteurizacdo ou através de filtracdo esterilizante (Fernandes
2012). Existem dois tipos de pasteurizacdo, "flash" e "tanel". A primeira
consiste em aquecer a cerveja, antes do envasamento, geralmente em um
trocador de calor de placas, entre 68 e 72°C durante aproximadamente 50
segundos, e resfrid-la logo apdés (Kunze 1997). Na pasteurizagdo "tunel" a
cerveja ja envasada passa por um tunel de esguichos de agua a 60°C por
aproximadamente 20 minutos (Briggs et al. 2004)

2.4 Contaminacédo microbioldgica da cerveja
Sao inumeras as fontes de contaminacdo microbiolégica durante o

processo cervejeiro, e podem ser dividas em:

v' Contaminacao primaria: ocorre durante as etapas de producdo. Para
evitar esse tipo de contaminacdo € importante ter controle das matérias-
primas e de seus fornecedores, ja que sua carga de contaminantes
microbianos pode ser alta, comprometendo todo o processo e pode
produzir metabdlitos indesejaveis no produto final (Fernandes 2012). Outra
fonte deste tipo de contaminacdo sdo as proprias leveduras inoculadas
para fermentacdo, que podem estar contaminadas por outros
microrganismos, inclusive leveduras indesejaveis para 0 processo,
denominadas leveduras selvagens. Para garantir que isso ndo aconteca, €
feito um tratamento com acidos (mais comumente acido fosférico 5%) para
eliminar tais bactérias, e é realizada a renovacao regular de cultivos puros

para evitar a presenca das leveduras selvagens (Fernandes 2012).
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v Contaminacdo secundaria: acontece nas fases de enchimento e
pasteurizacdo, e correspondem a mais de 50% dos casos de contaminacéo
das cervejas pasteurizadas via pasteurizacao flash. Isso ocorre pois na
pasteurizacdo flash a bebida é pasteurizada antes de ser envasada, ao
contrario da pasteurizacdo "tunel". (Vaughan et al. 2005). S&o causadas
por bactérias &acido laticas, leveduras selvagens e principalmente
anaerobias estritas. A presenca desta ultima € explicada por Back (1994),
sendo favorecida pela presenca de bactérias resistentes e adaptadas ao
oxigénio, geralmente formadoras de biofimes, no ambiente de
processamento. O autor explica que essa contaminacao acontece de forma
sequencial, quando bactérias acéticas e/ou enterobactérias sao veiculadas
pelo ar e se aderem as superficies iniciando a producdo de biofilme. Esses
microrganismos ndo séo relatados como deteriorantes da cerveja, mas no
momento que se organizam em biofilmes, produzem uma matriz de
polissacarideos que d&o protecdo e condicbes de proliferacdo para

microrganismos deteriorantes (Back 1994).

2.4.1 Bactérias Gram-Positivas

O principal grupo de bactérias gram-positivas que deterioram a cerveja
sdo as bactérias acido laticas (BAL) dos géneros Lactobacillus e Pediococcus.
Aproximadamente 70% das contaminacfes da cerveja sdo causados por estas
bactérias (Suzuki et al. 2006). Niveis de nitrogénio, aminoacidos, maltotriose e
pH sdo fatores que afetam significativamente a resisténcia das cervejas a
deterioracdo por BAL. A espécie mais frequentemente relatada na deterioracdo
da cerveja € o Lactobacillus brevis, microrganismo importante na producéo de
varios alimentos fermentados. Heterofermentativo, sua faixa de crescimento é
em torno de 30°C em pH entre 4 e 5, e sua capacidade de fermentar dextrinas
e amido causa superatenuacdo (Sakamoto and Konings 2003; Vaughan et al.
2005).

J& o género Pediococcus é homofermentativo e provoca o aumento da
turbidez, da acidez e forma sabores e odores desagradaveis (Hough et al.
1982). P. damnosus ou P. cerevisiae € responsavel por 90% dos casos de

deterioracdo da cerveja por microrganismos desse género. Elas produzem
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exopolissacarideos tornando a bebida viscosa e gelatinosa, e podem se aderir
as leveduras, induzindo a sedimentacdo prematura do fermento, causando

retardamento do processo fermentativo (Priest 1996; Back 2005).

2.4.2 Bactérias Gram-Negativas

Entre as espécies de gram-negativos que deterioram a cerveja 0s mais
importantes sdo os géneros Pectinatus, Megasphaera, Zymmomonas e alguns
membros da familia Enterobacteriaceae (Briggs et al. 2004; Sakamoto and
Konings 2003). S&o anaerdbios estritos e os dois primeiros sdo 0Ss mais
prejudiciais para a industria cervejeira, embora sua ocorréncia seja pouco
frequente (lijima et al. 2007). O aumento da deteccdo de contaminagcdes por
anaerébios € devido ao melhoramento das técnicas de enchimento, que
reduzem o oxigénio no produto final, e também ao aumento da producédo de

cervejas com baixo teor de etanol e de lapulo (Jespersen and Jakobsen 1996).

Os microrganismos do género Pectinatus (principalmente as espécies P.
cerevisiiphilus e P. frisingensis) sdo responsaveis por cerca de 20 a 30% das
contaminagdes na bebida pronta, principalmente naquelas que n&o passam
pela pasteurizacdo. Sua temperatura 6tima de crescimento é em torno de 32°C,
mas conseguem se multiplicar dentro da faixa de 15 a 40°C em condi¢des
anaerobicas, e pH de 4,5 (Vaughan et al. 2005). Sua producdo de compostos
organicos, acidos graxos, sulfeto de hifrogénio e metil mercaptano, entre outras
substancias durante a multiplicacdo, sdo responsaveis por aumentar a turbidez
e conferirem cheiro de "ovo podre". No género das Megasphaera, apenas a
espécie M. cerevisiae € conhecida como deteriorante da cerveja, sendo
responsaveis por 7% das contaminacdes cervejeiras por esta bactéria
(Sakamoto and Konings 2003). A temperatura 6tima de crescimento é 28°C,
podendo ocorrer de 15 a 37°C, em valores de pH acima de 4,1 e de etanol
abaixo de 2,8% v/v, apesar de ja ter sido relatado sua detec¢do em cervejas
com etanol superior a 55% v/v (Vaughan et al. 2005). Assim como o
Pectinatus, sua producéo de sulfeto de hidrogénio causa odor fecal, além de
causar elevada acidez na bebida como consequencia da alta producéo de
acido buritico e outros acidos como acético, valérico, isovalérico e caproéico
(Sakamoto and Konings 2003).
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2.4.3 Leveduras selvagens

Levedura selvagem é aquela que esta presente no processo sem ser a
linhagem utilizada para fermentacdo. Geralmente sdo do género
Saccharomyces, considerada a mais prejudicial, mas também podem ser dos
géneros Brettanomyces, Debaryomyces, Torulopsis, Dekkera, Candida ou
Pichia. Elas causam turvacao, formacdo de pelicula na superficie da cerveja,
fermentacdo com desvio na atenuacédo e formacdo de compostos sulfurosos,
fendlicos e diacetilicos, que por sua vez geram aromas desagradaveis
(Sakamoto and Konings 2003; Carvalho et al. 2006).

Algumas espécies de leveduras possuem o chamado "fator killer" (Killer
yeasts), pois secretam polipeptideos tdxicos para outras estirpes de leveduras.
A propria Saccharomyces cerevisiae é a principal produtora de tais toxinas, e
suas caracteristicas morfolégicas as diferem das leveduras cervejeiras, pois
produzem células menores e alongadas, apresentando floculagdo inconstante.
As leveduras com “fator killer" contaminam o processo de fermentacéao,
eliminando e substituindo as leveduras cervejeiras, que geralmente sao
sensiveis a baixas concentragfes das killer yeasts (0,01%) (Vaughan et al.
2005).

2.4.4 Microrganismos esporulados

Jéa foi comprovado que os complementos da cerveja, a 4gua, a cevada e
0 malte, podem apresentar contaminacdo por esporos bacterianos devido a
sua consideravel presenca em diversos ambientes. Alguns ingredientes da
bebida, como por exemplo xaropes, chocolate e caramelo, podem carrear uma
microbiota contendo bactérias esporuladas, devido a sua fonte ou
processamento, assim como a agua utilizada nas instalagdes industriais. Para
evitar esse tipo de contaminacdo, deve-se atentar ao tratamento da agua da

industria e aos programas de limpeza e sanitizacdo (Munford et al. 2017).

Pertencente a familia dos Bacilaceae, os Bacillus podem ser divididos
em inumeras espécies. Sua morfologia consiste em bastonetes de tamanhos
variados, sdo gram-positivos, podem ser aerobios ou anaerobios, geralmente
possuem motilidade, algumas espécies sao capsuladas (B. anthracis, B.

licheniformis, B. megaterium e B. subtilis), geralmente catalase positivos e
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apresentam resultados variaveis ao teste de oxidase. Suas espécies iniciam
esporulacdo logo que as condi¢cdes do meio tornam-se desfavoraveis para sua
sobrevivéncia (Gomes 2013). As espécies patogénicas para 0 homem séo B.
cereus e B. anthracis, sendo que a primeira causa toxinfecgcdo no homem e foi
encontrada na maioria das cervejas analisadas por Munford et al. (2017). Além
dessas duas espécies, B. subtilis e B. licheniformis também ja foram
apontadas como responsaveis por infeccdes oculares, e por alguns casos
raros de infeccbes diversas. O B. licheniformis esta relacionado a casos de
toxinfeccBes alimentares ap0ds a ingestao de carne cozida ou vegetal, contendo
mais de 10° bactérias/g (Gomes 2013). B. megaterium foi descrito como

causador de deterioracéo acida em alimentos (Silva and Gibbs 2004).

Foi em 1991 que alguns géneros de Bacillus foram reclassificados e
classificados em outros grupos filogenéticos, sendo estes, Alicyclobacillus,
Brevibacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, ja relatados como presentes em
algumas cervejas, todos formadores de esporos (Gomes 2013). Os
Alicyclobacillus foram isolados pela primeira vez em 1982 de suco de fruta
pasteurizado, sendo introduzido inicialmente no género Bacillus, mas suas
caracteristicas acido e termoresistentes geraram a necessidade de nova
classificacdo anos mais tarde. S8o bactérias capazes de resistir a processos
de pasteurizagdo, e causam off-flavours em sucos de frutas pasteurizados
(guaiacol e halofendis) (Chang and Kang 2008). Os Lysinibacillus, antigamente
conhecidos como Bacillus sphaericus, possuem crescimento 6timo a 30°C,
podendo crescer de 10 a 50°C, em pH 7,0, sdo catalase positiva, oxidase
negativa e halotolerantes. Os Brevibacillus sdo gram-positivos aerobios,
comumente encontrados no solo, no ar e na agua, ndo sdo causadores de
patogenicidades, mas podem acometer pacientes imunodeprimidos (Camargo
et al. 2016).

Bacillus e Paenibacillus sdo microrganismos responsaveis por casos de
intoxicacdes alimentares, sdo capazes de resistir a diferentes temperaturas, e
sdo facilmente carreados em alimentos a base de grdos, devido a sua
ocorréncia natural no solo, ar e agua (Pirttijarvi et al. 2000; Granum 2001). Séo

produtores de enzimas extracelulares que degradam polissacarideos como
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quitina, celulose e amido e ainda produzem substéncias antimicrobianas e
antifangicas. Os Paenibacillus também pertencem a familia Bacilaceae, sendo
aerdbios ou anaerébios facultativos, e junto com os Bacillus sdo os mais
encontrados em alimentos armazenados sob refrigeracéo (10°C) (Girardin et al.
2002). As enzimas excretadas por esta espécie podem causar a deterioracdo
da cerveja. Por serem bactérias encontradas abundantemente em solos e
plantas, podemos atribuir a ocorréncia delas na cervejas devido a matéria-

prima utilizada.

2.4.5 Resisténcia ao lapulo

A resisténcia ao ldpulo pode ser causada por contato prolongado das
bactérias aos compostos do lUpulo, resultando assim em uma adaptacao aos
seus compostos antibacterianos. O lupulo contém iso-alfa-acidos e suas formas
isomerizadas que correspondem aos compostos que garantem a estabilidade
microbiolégica da cerveja (Caballero et al. 2009). Estes acidos atuam como
protonoforos, transportando prétons em bicamadas lipidicas, o que altera o pH
e diminui a forca motora do préton (PMF), diminuindo a absorcéo de nutriente e
levando a célula a morte (Sakamoto and Konings 2003). As bactérias
resistentes ao lUpulo entdo necessitam de mecanismos especificos para
manter o pH interno e sua PMF funcionando corretamente (Kashket 1987). Os
responsaveis para tal sdo os genes horA e horC, que codificam os
transportadores que bombeiam o0s compostos toxicos para fora da célula
(Suzuki et al. 2005). Esses genes sao encontrados principalmente em bactérias
acido-laticas (Sakamoto ande Konings 2003; Suzuki et al. 2005), mas ja foram
encontrados em algumas espécies de Bacillus e Staphylococcus isolados de
cerveja artesanal. A descoberta de horA € de grande importancia para a
induUstria cervejeira, uma vez que foi mostrado que a presenca desse gene é
altamente correlacionada com a capacidade de Lactobacillus e Pediococcus
conseguirem se multiplicar na presenca do lupulo (Haakensen and Ziola 2008).
Bacillus cereus, B. pumilus, B. thuringiensis, B. megaterium, Paenibacillus
alginolyticus, P. validus, P. ehimensis, P. naphtalenovorans, P. polymyxa e
Brevibacillus invocatus foram as espécies isoladas de diferentes cervejas por

Munford et al. (2017), que apresentavam ou o gene horA ou horC, sendo que
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B. thuringiensis isolados de cervejas sem alcool apresentou os dois genes.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o comportamento de bactérias esporuladas ao longo de etapas

do processamento da cerveja.

3.2 Objetivos especificos
v' Avaliar o comportamento de cepas de Bacillus thuringiensis nas
principais etapas do processo de fabricagédo da cerveja;
v' Avaliar o comportamento dos Bacillus thuringiensis em cervejas com
diferentes valores de pH;
v"Avaliar o comportamento dos Bacillus thuringiensis em cervejas com

diferentes tipos e quantidades de lUpulos (tipos de cerveja).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e preparo das suspensodes

Os microrganismos utilizados para realizagcdo deste trabalho foram
escolhidos com base na presenca de genes de resisténcia ao lUpulo. As cepas
foram isoladas por Munford et al. (2017) de cervejas comercializadas na regiao
de Campinas, SP. Diferentes isolados de Bacillus thuringiensis apresentaram
diferentes perfis no que concerne a presenca de gene de resisténcia ao lupulo:
portadores do gene horA (C:002), horC (C:118), e de ambos (C:206), e por isso

foram escolhidas para o estudo.

As cepas conservadas a -80°C foram reativadas em caldo nutriente
(Neogen, Michigan, EUA) incubados a 30°C / 24 - 48h. Para obtencéo de
esporos, 0 meio de cultura utlizado foi composto por agar nutriente (Neogen,
Michigan, EUA) adicionado de 1ml/1,5 litros de solucdo a 5ppm de MnSO4.

Além disso, uma parte da agua destilada foi substituida por 25% de cerveja
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Pilsen desaerada (NA + 25% de cerveja), pois verificou-se que estes
microrganismos necessitavam de cerveja para crescimento (Munford et al.
2017). O meio foi distribuido em garrafas de Roux e autoclavado a 121°C / 15
minutos. Apds, um total de 2 ml das culturas reativadas foram inoculados em
cada garrafa de Roux, seguindo-se incubacgéo a 30°C / 30 dias. A partir do 10°
dia de incubacdo foram feitas laminas de coloracdo com verde malaquita
(Wirtz-Conklin) em dias alternados para acompanhamento do processo de
esporulagdo. No trigésimo dia ap6s a incubacédo, foi feita a lavagem dos
esporos (Jones and Pflug 1981), adicionando-se 10 ml de 4gua estéril em cada
garrafa de Roux. Com a ajuda de uma bastéo de vidro foi retirada toda a massa
de crescimento das bactérias. O liquido resultante foi filtrado em gaze estéril e
submetido a centrifugacdo de 1500xg por 20 minutos a 4°C. A lavagem foi
repetida trés vezes e o pelete resultante foi diluido parcialmente em &gua
destilada estéril e transferido para tubos Falcon e armazenados a -20°C.

4.2 Avaliacdo do comportamento de cepas de Bacillus thuringiensis
ao longo do processo de fabricacao de cerveja

Cerveja do tipo Pilsen foi escolhido para esta etapa do trabalho, pois
este € o estilo de cerveja mais fabricado e consumido mundialmente. O
comportamento de B. thuringiensis foi avaliado durante as principais etapas da

producdo separadamente: brassagem, fermentacdo e maturacgao.

4.2.1 Brassagem

Para estudo do comportamento de B. thuringiensis durante a etapa de
brassagem, foram utilizados 4 erlenmeyers, sendo um para tratamento controle
e 0s outros trés (um por cepa) contendo 10° esporos/ml da suspensdo de
esporos inoculados em 500 ml de mosto. Foi utilizado 125g de malte pilsen
(Arte Brew) para cada erlenmeyer com 500 ml de agua estéril para o preparo
do mosto e feita a contagem inicial (NO) por plagueamento em profundidade em
NA + 25% de cerveja, seguindo-se incubagdo a 30°C por 48 horas. Os
erlenmeyers com o mosto inoculado foram levados ao banho maria, onde
foram retiradas aliguotas para as contagens seguintes quando a temperatura

do mosto atingiu as principais rampas de temperatura da brassagem: 50°C
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(N1), 64°C (N2), 72°C (N3) e 78°C (N4). Para essas contagens foi necessario
choque térmico (80°C / 30 minutos) para ativagcdo dos esporos. O tempo
necessario do mosto para a ativagcdo das enzimas sob essas temperaturas é

15, 20, 20 e 10 minutos para 50, 64, 72 e 78°C respectivamente.

Apés os 10 minutos / 78°C previamente estabelecidos para esta
temperatura na rampa de brassagem, os erlenmeyers foram submetidos a
fervura utilizando-se placa de amianto e bico de Bunsen. Foi realizada a
contagem por plaqueamento em profundidade com NA + 25% de cerveja dos
esporos quando o mosto atingiu a fervura (96°C) (N5) e de 5 em 5 minutos

pelos 60 minutos previamente estabelecidos (N6, N7, N8,...).

4.2.2 Fermentacao

O processo de brassagem foi repetido, sem a inoculacdo de B.
thuringiensis, em um erlenmeyer de 2 litros, e apds fervura e resfriamento do
mosto para 25°C inoculou-se o levedo US-05 (Fermentis, Lesaffre, France) em
guantidade suficiente para fermentar o mosto (11,5g para cada 20 — 30 litros).
O mosto foi homogeneizado e dividido em 4 erlenmeyers de 500 ml, sendo
inoculado 10° esporos/ml da suspensdo de esporos de cada cepa em cada
frasco, sendo um o tratamento controle (n&o inoculado). Foi feita a contagem
inicial das células vegetativas e de esporos. Posteriormente os erlenmeyers
foram incubados a 12°C / 10 dias, sendo a contagem de células vegetativas e
de esporos feita de 2 em 2 dias (plagueamento em profundidade em NA + 25%
de cerveja), seguindo-se incubacéo a 30°C por 48 horas. Além das contagens
de B. thuringiensis também foi feita a contagem de células vivas e mortas das

leveduras, usando-se a técnica da camara de Neubauer.

4.2.3 Maturacéo

Para simulacdo da maturacdo, a brassagem e a fermentacdo foram
repetidas sem inéculo. Um total de 4 erlenmeyers de 500 ml foram também
usados nesta etapa e ao final dos 10 dias de fermentacdo houve inoculagéao de

10° esporos/ml da suspensdo de esporos de cada cepa, sendo um dos
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erlenmeyers o tratamento controle (ndo inoculado). A maturagéo foi conduzida
incubando-se os erlenmeyers a 3°C / 20 dias, sendo a contagem de células
vegetativas e de esporos feita antes do experimento (NO) e de 5 em 5 dias,
através da técnica de plaqueamento em profundidade em NA + 25% de
cerveja, seguindo-se incubacéo a 30°C por 48 horas.

4.3 Avaliacdo do comportamento de Bacillus thuringiensis em
cervejas com diferentes pHs

O pH da cerveja pronta para o consumo € normalmente entre 4,0 a 4,2,
sendo responsavel pela qualidade microbioldgica e sensorial. Algumas cervejas
possuem por natureza o pH mais elevado, como € o0 caso das artesanais no
Brasil. Este valor de pH inibe o crescimento de microrganismos, mas algumas
bactérias como as bactérias laticas conseguem se multiplicar. Por outro lado,
em um estudo foi reportada a deterioracdo de cerveja que possuia pH ~6,0 por
bactérias esporuladas (Haakensen and Ziola 2008). Os valores de pH
estudados foram 4,0, 4,6, 5,0 e 5,7, pois existem relatos de deterioracdo por

bactérias esporuladas em cerveja com pH até 5,7 (Haakensen and Ziola 2008).

Para estes experimentos foram preparados erlenmeyers de cerveja com
pHs alterados para 4,6, 5,0, e 5,7, além do controle (cerveja sem pH alterado;
4,0). Cada um destes 4 tratamentos foram distribuidos em 4 tubos de 5 ml,
onde um nao foi inoculado, e os outros foram inoculados com as cepas C:002,
C:118 e C:206, separada e respectivamente, em uma quantidade de 10°
esporo/ml de cerveja. Foi simulado o processo de pasteurizacdo da cerveja em
banho-maria colocando-se os tubos a temperatura de 60°C por 20 minutos,
com o objetivo de simular a pasteurizacao realizada na industria. Apos, foi feita
a contagem inicial de esporos (choque térmico para ativacdo de esporos a
80°C / 30 minutos em banho-maria seguido de banho de gelo) por
plagueamento em profundidade com NA + 25% de cerveja. Os tubos foram
incubados a 37°C / 7 dias e posteriormente foi feita a contagem de esporos
(plagueamento em profundidade em NA + 25% de cerveja, seguindo-se

incubacéo a 30°C por 48 horas).
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4.4 Avaliacdo do comportamento dos Bacillus thuringiensis em
cervejas com diferentes lupulos

A quantidade média utilizada de Iapulo, para todos os tipos de cerveja, €
entre 30 e 60g para cada 20 litros de mosto. Para estes experimentos foram
testadas as quantidades de 30, 45 e 60g, com e sem tratamento de fervura,
para avaliacdo da atividade inibora microbiana do ldpulo. Foram preparados
dois tubos falcon com 15 ml de agua estéril para cada quantidade de lupulo:
30, 45 e 60/ g/ 20 litros, sendo que um de cada foi submetido a fervura por 60
minutos. Desta forma, foram obtidos entdo 6 tubos para cada um dos trés
lUpulos selecionados: 2 tubos com 30g, 2 com 45¢g e 2 com 60g/20L (um com e
outro com tratamento de fervura) do lupulo Saaz (Arte Brew, 3,7% de a-acidos);
e da mesma forma para os lupulos Cascade (Arte Brew, 6,6% de a-acidos) e
Magnum (Arte Brew, 14,1% de a-acidos). Entdo houve a inoculagdo em
profundidade de 10° esporos/ml da suspensédo de esporos de cada cepa em
placas NA + 25% de cerveja. Um total de 3 placas de cada cepa foram
preparadas, sendo que em cada um volume de 15 ml de meio de cultura.
Posteriormente, em cada placa foram inseridos 6 "plugs” (5,38mm de diametro)
espacados igualmente na placa, seguindo-se ino6culo de 50ul de cada tubo
falcon contendo os tratamentos com lUpulo. As placas foram entdo incubadas a
37°C / 24 horas, seguindo-se medi¢cdo com paquimetro dos halos de inibicao

gue se formaram ao redor de cada plug.

4.5 Analises estatisticas

O comportamento das cepas de B. thuringiensis em todos os
experimentos descritos foram verificados quanto a diferencas estatisticas
significativas (p < 0,05) empregando a analise de variancia de fator unico
(ANOVA) seguida do teste de Scott-Knott. As analises estatisticas foram

realizadas no software SISVAR versao 5.6 (Ferreira 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagcdo do comportamento de cepas de Bacillus thuringiensis

ao longo do processo de fabricacao de cerveja

5.1.1 Brassagem

Na tabela 1 sdo apresentados resultados de contagens das trés
diferentes cepas de B. thuringiensis ao longo do processo de brassagem.
Pode-se observar na tabela 1 que de uma contagem inicial entre 10°-10°
UFC/ml, contagens de ~10% UFC/ml foram obtidas ap6s 5 min de brassagem
para a cepa 206. ApOs este tempo, a contagem foi menor do que o limite de
quantificacdo do método (10* UFC/ml). Este fato indica que a cepa 206 é mais
sensivel ao processo térmico aplicado durante a brassagem, ja que ~10°

UFC/ml da cepa 002 foram obtidas apés 9 min de brassagem (p<0,05)

No presente estudo, a rampa de brassagem utilizada considerou 4
etapas com as seguintes temperaturas: 50°C (N1), 64°C (N2), 72°C (N3) e
78°C (N4). O tempo que o0 mosto permaneceu em cada condicdo e que seria
necessario para ativar as enzimas seriam 15, 20, 20 e 10 minutos para 50, 64,
72 e 78°C, respectivamente. Sabe-se que bactérias esporuladas podem resistir
a temperaturas muito maiores que 78°C (Wells-Bennik et al, 2016), porém
normalmente os tempos de processo empregados sao mais reduzidos. No
presente estudo, o tempo total de brassagem estudado atingiu 105 minutos, o
que se constitui uma condicdo bastante drastica até para bactérias
esporuladas. Desta forma, justifica-se a reducdo da contagem das trés cepas
de B. Thuringiensis estudadas (Tabela 1). Apesar disso, foi possivel observar
que dentre as trés cepas avaliadas, a cepa 002 parece apresentar maior
resisténcia térmica, ja que foi possivel enumera-la até com 9 minutos de
brassagem. Por outro lado, se observou mais que 5 redu¢fes decimais da cepa
206 apos 6 minutos de brasagem, evidenciando assim uma carga
contaminante anterior a inoculagdo. Considerando-se que o0 processo de
brassagem pode durar mais que 60 minutos e de acordo com os resultados da
tabela 1, tem-se que a presenca de bactérias esporuladas no produto final
(cerveja) pode também ser explicada pelo fato destes microrganismos poderem

ser originérios de outras fontes de contaminacéo, tais como o proprio processo
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de fabricacdo (biofilmes, por exemplo). Todavia, estes fatos precisam ser
verificados em trabalhos posteriores, além do fato da necessidade de serem
gerados dados sobre a cinétiva de inativacdo de bactérias esporuladas nas
diferentes temperaturas e tipos de mostos preparados para a producéo de
diferentes tipos de cerveja. Também faltam dados relativos a ocorréncia e
contagem de bactérias esporuladas nas principais matérias-primas
empregadas para fabricacéo de cervejas. Apesar de se saber que, de um modo
geral, as matérias-primas podem ser importantes fontes de contaminagcédo por
bactérias esporuladas (Pereira and Sant’Ana, 2018), conhecer a ocorréncia e
concentracdo destes microrganismos nos ingredientes sera fundamental para

calculos e estimativas adequadas do impacto do processo.

Tabela 1. Contagens de B. thuringiensis (cepas 002, 118 e 206) ao longo do

processo de brassagem®.

B. thuringiensis B. thuringiensis B. thuringiensis

Etapa Tempo 002 118 206
log UFC/mL log UFC/mL log UFC/ml
NO 5,32+0,088 Aa 6,26+0,166 Ba 5,37+0,103 Aa
N1 4,951+0,069 Ab 6,63+0,022 Bb  5,08+0,177 Ab
Brassagem N2 4,66+0,260 Ab 6,90+0,066 Cb  5,11+0,00 Bb
N3 6,18+0,041 Bc 6,40+0,049 Ba  4,60+0,00 Ac
N4 6,51+0,047 Bd 6,75£0,033Bb  5,54+0,096 Aa
0 2,650,069 Be 5,690,087 Cc  2,00+0,00 Ad
5 2,770,103 Be 3,080,177 Bd <LQ
Fervura 10 1,83+0,181 Cf 0,50%0,707 Be <LQ
15 1,54+0,088 Bg <LQ <LQ
20 1,30+0,426 Bg <LQ <LQ
25 <LQ <LQ <LQ
30 <LQ <LQ <LQ

Letras minusculas diferentes na mesma coluna para 0 mesmo parametro indicam
diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott em diferente
tempo “Diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferencas significativas
(p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott para diferentes cepas.

<LQ — Menor do que o limite de quantificacdo

*NO = contagem inicial, N1 = mosto atinge 50°C, N2 = mosto atinge 64°C, N3 = mosto
atinge 72°C, N4 = mosto atinge 78°C.
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5.1.2 Fermentacéao

A fermentacdo € a etapa crucial do processo de fabricacdo da cerveja. Ela é
iniciada apos a adicdo das leveduras cervejeiras no mosto aerado, sendo
conduzida em tanques de aco inox para evitar contaminacéo e perda de COa.
Os tanques possuem um sistema de serpentinas ou camisas de refrigeracéo
para o controle rigido de temperatura que, dependendo do tipo de cerveja, fica
em torno de 10 a 15°C para cervejas tipo Lager, e de 17 a 22°C para Ales
(Kunze 1997). Apo6s todo o O, ser consumido, as leveduras comecam o
processo de conversdo dos acglcares em CO,, etanol e compostos aromaticos.
O processo de fermentacdo dura de 2 a 10 dias, dependendo do estilo de
cerveja a ser produzido sendo produzidos alcoois superiores e ésteres, que
contribuem para positivamente nas caracteristicas organolépticas do produto
final, além de outras alterac6es que contribuem para uma maior estabilidade
microbiolégica do produto, tais como producdo de CO,, liberacdo de alcool,
reducdo da quantidade de carboidratos e reducdo do pH do substrato, dentre
outras (White et al. 2010). Ao final da fermentacédo as leveduras floculam e
podem ser retiradas, tratadas e armazenadas para novas bateladas de
fermentacao (Santos et al. 2005). Apesar de todo o controle de temperatura e
cuidados com a sanitizacdo, os riscos de contaminag¢do microbiolégica séo

maiores justamente nesta etapa (White et al. 2010).

Na tabela 2 sdo apresentados os dados de contagem de células
vegetativas (V) e esporos (E) de cada cepa ao longo do processo de
fermentacao. Pode-se observar que a contagem de células vegetativas da cepa
002 variou de 2,7 a 0,5 log UFC / ml até 10 dias de fermentacédo. J4 para a
cepa 118, a contagem de células vegetativas variou de 2,74 a 1,0 log UFC / ml,
porém apos 8 dias de fermentacédo. Ja para a cepa 206, a contagem de células
vegetativas variou de 2,72 a 1,15 log UFC / ml (p<0,05) no oitavo dia de
fermentacdo. Para as cepas 118 e 206 ndo foi possivel enumerar células
vegetativas no décimo dia de fermentacdo (Tabela 2A). Além disso, apos 10
dias de processo de fermentacdo, ndo foi possivel recuperar células
vegetativas de nenhuma das trés cepas de B. thuringiensis estudadas (Tabela
2A). No que concerne a contagem de esporos, pode-se observar que ela variou
de 3,22 a 2,6 log UFC / ml para a cepa 002 (p>0,05), de 2,63 a 0,74 log UFC /
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ml para a cepa 118 e de 3,71 a 2,27 log UFC / ml para a cepa 206 (p=0,05).
Neste caso, foi possivel ainda fazer a contagem de esporos no décimo dia de

fermentacao.

Na tabela 2 também sdo apresentados os resultados da analise
estatistica para contagens de esporos e células vegetativas das trés cepas de
B. thuringiensis estudadas. Pode-se observar que n&o houve diferenca
significativa entre contagem de células vegetativas e esporos das trés cepas
nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 (p>0,05). Todavia, apés 10 dias de fermentacao
observou-se diferenca significativa entre a contagem de células vegetativas e
esporos para cepa 002, enquanto que para as cepas 118 e 206 nao foi possivel

recuperar vegetativas no décimo dia de fermentagéo.

Apesar das alteragcbes que sdo observadas durante o processo de
fermentacdo ser fundamentais para a estabilidade microbiologica da cerveja,
sabe-se que tais condicBes ndo necessariamente levardo uma inativacdo das
bactérias esporuladas. Sabe-se que a maioria das bactérias é sensivel ao
alcool, e este composto, pode particularmente, limitar a capacidade de
germinar e se multiplicar destes microrganismos. Todavia, ainda faltam dados
sistematicos sobre o impacto do alcool produzido durante o processo de
fermentacdo para fabricacdo da cerveja na injuria dos esporos e na sua
capacidade de germinar posteriormente. Além disso, faltam dados sobre os
mecanismos de resisténcia a prolongada exposicdo ao alcool de esporos
bacterianos. Tais informacdes serdo fundamentais no sentido de permitir
avaliar o potencial de deterioracdo ou de defeitos de qualidade na cerveja
(produto final). De qualquer forma, mesmo que tais microrganismos n&o
venham a causar preocupac¢ao no que se refere a estabilidade microbiol6gica
do produto final, as bactérias esporuladas podem indicar a utilizagdo de
ingredientes de qualidade microbiolégica duvidosa e/ou procedimentos de

limpeza e sanificagdo ineficientes.
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Tabela 2: Teste Scott-Knott para diferentes tempos e cepas (A) e diferenca

entre células vegetativas e esporos (B) durante fermentacao

A

Tempo (dias) /

B. thuringiensis

B. thuringiensis

B. thuringiensis

esporos ou 002 118 206
Ve‘;‘;’gﬁjas log UFC/mL logUFC/mL  log UFC/mL
0 / esporos 3,22+ 0,06 Ab 2,63+0,21 Aa 3,71+0,18 Ab
0 / vegetativas 2,7+0,12 Ab 2,74+0,06 Ab 2,72+0,17 Ab
2 | esporos 0,95+ 1,35 Aa 1,9+0,04Aa 1,84+0,34 Aa
2 [ vegetativas 1,24+0,34Aa 0,74+0,34Aa 154+0,34Ab
4 | esporos 165+05Aa 1,35+049Aa 1,8+0,28 Aa
4 | vegetativas 1,93+0,04Ab 2,2+0,18 Ab 2,1+0,02 Ab
6 / esporos 1,65 £ 0,25 Aa 15+0 Aa 0,74 £ 1,04 Aa
6 / vegetativas 0,74+1,04Aa 14+0,12Aa 0,65+0,92 Aa
8 / esporos 1,23+1,74Aa 0,65+0,92Aa 0,74%1,04 Aa
8 / vegetativas 1,3+£0 Aa 1,0+ 0 Aa 1,15+ 0,21 Aa
10 / esporos 2,6 £0,13 Aa 0,74x1,04 a 227+1,13a
10/ vegetativas 0,5+ 0,71 Bb <LQ <LQ

!Letras minusculas diferentes na mesma coluna para o mesmo parametro indicam
diferencgas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott em diferente

tempo. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna para 0 mesmo parametro

indicam diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott entre
| esporos e células vegetativas.
<LQ — Menor do que o limite de quantificacdo

5.1.3 Maturacgéao

Na tabela 3 sdo mostradas as contagens de células vegetativas (V) e

esporos (E) de cada cepa ao longo da maturacao da cerveja. No que concerne

a contagem de células vegetativas, pode-se observar que ndo houve um

aumento significativo (p=0,05) na contagem das trés cepas ao longo dos 20

dias de maturacdo. Por exemplo, para a cepa 002, a contagem de células

vegetativas variou de 2,65 a 3,05 log UFC / ml apds 20 dias de maturacéo

(p>0,05). Para a cepa 118, a contagem se manteve estavel em ~ 3 log UFC /

ml ao longo destes 20 dias de processo, enquanto que para a cepa 206 houve

variacdo nao significativa (p=0,05) de 2,15 para 3,0 log UFC / ml (Tabela 3).

Com relacédo a contagem de esporos, observou-se uma reducao significativa ao

longo do processo de maturacdo para as trés cepas estudada (p<0,05) com
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uma variacao entre 1-2 ciclos log UFC / ml de contagem entre o tempo zero e

20 dias de maturacao.

Nao houve diferenca significativa na contagem de células vegetativas e
esporos nos tempos 0, 10, 15 e 20 (p=0,05), porém observou-se diferenca
significativa (p<0,05) apenas apds 5 dias de processo de maturacdo para a
cepa 002. Nao houve diferenca significativa entre a contagem de células
vegetativas e esporos da cepa 118 em nenhum tempo ao longo do processo de
maturacdo. Ja para a cepa 206, ndo houve diferenca significativa entre a
contagem de células vegetativas e esporos nos tempos 5, 10, 15 e 20 dias
(p=0,05), porém observou-se diferenca significativa (p<0,05) apenas no tempo
zero de maturacdo (0) (Tabela 3). Os dados obtidos referentes a esta etapa,
corroboram o fato de que se estiverem presentes, devido a alta contaminacéo
dos ingredientes ou por falhas de limpeza e sanificagcdo, as bactérias
esporuladas estardo presentes no produto final. Neste caso, a possibilidade de
causarem deterioracdo estara intimamente ligada também ao pH do produto
final. Em um recente estudo, sugeriu-se que o pH pode ser o principal fator que
governa a capacidade de bactérias esporuladas portadores de genes de

resisténcia ao lupulo de deteriorarem a cerveja (Munford et al 2017).

Tabela 3: Contagens de células vegetativas e esporos de trés diferentes cepas

de B. thuringiensis durante maturacéo da cerveja.

Tempo (dias) / B. B. B.
esporos ou thuringiensis  thuringiensis  thuringiensis
células 002 118 206

vegetativas log UFC/mL log UFC/mL log UFC/mL
0 esporos 3,7£t0,1Aa 4,11+0,02Aa 4,35+0,1 Aa
0 vegetativas 2,65+0,07Aa 3,0+0,1Aa 2,15+0,21Ba
5esporos 1,78+ 0,43 Aa 3,04+0,06 Aa 2,0£0,74 Aa
5 vegetativas 3,33+ 0,04 Ba 3,45+0,04 Aa 3,3+0,05Aa
10 esporos 2,04+0,2Aa 2,13+x0,07Aa 2,0+x04 Aa
10 vegetativas 3,48 £+ 0,04 Aa 3,6 £0,04 Aa 3,2+0,02 Aa
15 esporos 2,1+0,14 Aa 2,23+0,04 Aa 1,75%0,21 Aa
15 vegetativas 2,94 £ 0,02 Aa 3,06 £ 0,02 Aa 2,9 + 0,02 Aa




40

20 esporos 1,72+ 0,2Aa 2,08+0,05Aa 1,8+0,14 Aa

20 vegetativas 3,05+ 0,03Aa 3,0+0,03Aa 3,0+0,03 Aa
!Letras minusculas diferentes na mesma coluna para 0 mesmo parametro indicam
diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott em diferente
tempo. “Letras mailsculas diferentes na mesma coluna para 0 mesmo parametro
indicam diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott entre
esporos e células vegetativas.

5.2 Avaliagcdo do comportamento dos Bacillus thuringiensis em
cervejas com diferentes pH

Na tabela 4 sdo apresentados os dados de contagem de UFC esporos /
ml de cada cepa de B. thuringiensis inoculadas nas cervejas com diferentes pH
apos o inéculo (NO) e apds 7 dias de estocagem (NF). A contagem da cepa 002
variou de 5,35 a 4,82 log UFC / ml, da cepa 118 variou de 5,03 a 3,97 log UFC
/ ml, e a contagem da 206 foi de 4,24 a 3,71 log UFC / ml, para os pH
estudados. Os dados indicam que as cepas 002 e 206 nao tiveram seu
comportamento afetado pela variacdo do pH da cerveja, ou seja, ndo houve
crescimento na cerveja a medida que o pH foi aumentado. Ja no caso da cepa
118, observou-se que quando o pH foi de 5,7 houve diferenca significativa
entre o NO e NF (p<0,05). Este fato indica que esta cepa foi capaz de se
multiplicar no produto quando o pH foi de 5,7 (Tabela 4). Estes dados indicam
que enquanto as demais caracteristicas da cerveja parecem colaborar para sua
estabilidade microbiolégica, o pH parece ser o fator crucial para definir se tais
microrganismos terdo capacidade ou ndo de deteriorar o produto final. De
acordo com Haakensen et al (2008), bactérias esporuladas foram capazes de
deteriorar cervejas com valores de pH aproximadamente >6,0. Tal fato chama
a atencao para a necessidade de controle rigido do processo de fermentacao e
maturagdo, pois é durante estas etapas que ocorrem as principais mudancas
que culminam com a reducdo do pH do produto. Também é muito importante
gue o pH da final da bebida seja mensurado e alterado para evitar valores >5,7,
pois nestes casos, havera maior probabilidade de bactérias esporuladas se
multiplicarem no produto e causarem sua deterioracdo. Isto sera

particularmente critico se tais cepas carrearem 0s genes de resisténcia ao
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lipulo conforme verificado em trabalhos anteriores (Haakensen et al, 2008;
Munford et al 2017).

Tabela 4. Contagem de trés cepas de B. thuringiensis em cervejas com valores

de pH alterados — apdés a inoculacao (NO) e apds 7 dias (NF) de estocagem.

B. thuringiensis  B. thuringiensis  B. thuringiensis

pH 002 118 206

log UFC/mL log UFC/mL log UFC/mL
4,0 NO 504 +0,13 a 4,78 + 0,06 a 4,24 +0,29 a
4,0 NF 535+0,54 a 491+0,01la 3,96 + 0,08 a
4,6 NO 482+0,17 a 4,78+ 0,2 a 4,24 +278 a
4,6 NF 4,86 +0,23 a 5+0,08 a 4,14+ 0,08 a
5,0 NO 494 +0,23 a 48+0,01a 3,97 +£0,03 a
5,0 NF 5+0,0la 5,03+0,02 a 4,06 +0,23 a
5,7 NO 504 +0,13 a 3,97+0,17b 3,71+0,13 a
5,7 NF 522+0,01la 486+0,2a 3,91+0,09 a

!Letras minusculas diferentes na mesma coluna para o mesmo parametro indicam
diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott em diferente
pH.

5.3 Avaliagcdo do comportamento dos Bacillus thuringiensis em
cervejas com diferentes lupulos

E de grande importancia determinar a capacidade antimicrobiana do
lGpulo e também muito importante para sua sele¢édo visando a fabricacdo de
cervejas, além de se considerar aspectos sensoriais, como 0 amargor que
confere as cervejas. Neste sentido, o efeito inibitério da quantidade de lupulo
(30, 45 e 65g / 20 litros de mosto), o tipo do lupulo (A = Saaz, B = Cascade e C
= Magnum) e da fervura por 60 minutos sobre as trés cepas de B.
Thuringiensis é ilustrado na Tabela 5. Os dados indicam que nenhuma das trés
cepas de B. thuringiensis foi inibida pelo lupulo A (N/H), independente da
quantidade usada para o preparo do mosto e da adocéo de fervura ou ndo. Os
dados indicam que a cepa 002 apresentou maior sensibilidade a quantidade e
tipos de lUpulos estudados, enquanto a cepa 206 pareceu ser a mais resistente
(Tabela 5). Aléem disso, a adocéo da fervura afetou positivamente a atividade

inibitéria do lupulo, indicando que o tratamento provavelmente leva a liberacao
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de compostos que apresentam atividade antimicrobiana. Estes dados

corroboram o fato de que nem todos os lUpulos podem apresentar atividade

antimicrobiana, e particularmente, contra bactérias esporuladas. O controle de

qualidade do lapulo deve também considerar sua atividade antimicrobiana e

nNao somente aspectos sensoriais, tais como amargor.

Tabela 5: Halo de inibicdo (mm3) de trés cepas de B. Thuringiensis por

solucdes contendo diferentes quantidades (30, 45, 60g / 20 L) e tipos de lupulo

(A, B, C). As solugdes foram submetidas ou néo a fervura (F) por 60 minutos.

Quantidade B. thuringiensis B. thuringiensis B. thuringiensis

/ Tipo de 002 118 206
[Gpulo /
Fervura (F) Halo/mm3 Halo/mm3 Halo/mm3
30g A <LQ <LQ <LQ
30g A (F) <LQ <LQ <LQ
30g B 18,02 +5,04 a 54+76a 4,05+573a
30g B (F) 23,0+x3,0a 135+1,65b 13,0£4.2hb
30g C 195+24a 1462+16Db 11,8+11b
30gC(F) 2481+6,45a 17,73+0,85c 16,8+0,25c
45g A <LQ <LQ <LQ
45g A (F) <LQ <LQ <LQ
459 B 16,94+122a 12,63+0,63b 90+25Db
45gB(F) 18,83+0,11a 9,62+0,7b 10,92+351b
459 C 19,7+ 1,84 a 1534+74c 1401+751b
459 C (F) 211+14a 17,14+0,95¢c 18,83+3,6¢C
60g A <LQ <LQ <LQ
60g A (F) <LQ <LQ <LQ
60g B 16,94+0,04a 12,63+10,6b 90+1,3b
60g B (F) 16,8+ 1,7 a 11,4+455b 10,22+ 0,6 b
60g C 22,1+0,65a 20,0+151c 19,34+221c
60gC(F) 22,2+223a 17,71+72c 17,45+4,73cC

Letras minusculas diferentes na mesma coluna para 0 mesmo parametro indicam
diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott em diferente
tipo e quantidade de lapulo. <LQ — Menor do que o limite de quantificacédo
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6 CONCLUSOES

Apesar da cerveja ser uma bebida com certa estabilidade microbiologica, a
ocorréncia e o papel de microrganismos esporulados ndo tem sido reportados.
Neste sentido, o presente estudo contribui com o entendimento do efeito de
diferentes etapas do processamento de cerveja (brassagem, fermentacédo e
maturacao) sobre trés cepas de bactérias esporuladas isoladas de cervejas. Os
dados indicaram que as cepas apresentam comportamento diferenciado em
func@o da operacao unitaria empregada, sendo a da brassagem a etapa mais
drastica e que culminou no maior nimero de redugfes decimais. Durante a
fermentacdo e maturacdo, houve sobrevivéncia das bactérias esporuladas,
sendo a maturacdo a menos deletéria a estes microrganismos. Além disso,
também sdo reportados resultados inéditos sobre o efeito do pH da cerveja e
do tipo e concentracdo de lupulo/emprego ou ndo da fervura sobre a inibicao
de bactérias esporuladas. Os dados indicaram que a resisténcia das cepas ao
pH e tipo/concentracdo de lUpulo variaram de cepa para cepa. Todavia, ficou
evidente que em valores de pH > 5,7 h& possibilidade de algumas cepas se
multiplicarem na cerveja. Com os dados obtidos ainda nao foi possivel verificar
se havera deterioracdo ou ndo em virtude da habilidade de algumas cepas de
B. thuringiensis de se multiplicarem no produto. Além disso, o fato de que
alguns ldpulos ndo apresentaram nenhuma atividade inibitéria das cepas de B.
thuringiensis avaliadas, sugere que sua atividade antimicrobiana devam ser
considerados nos testes de controle de qualidade e como ferramenta
importante para sua selecdo, juntamente com seu poder de amargor. Em
conjunto, os resultados deste estudo indicam que as bactérias esporuladas
podem sobreviver as etapas de fabricacdo de cerveja e que, dependendo da
composicdo do produto final, podem fornecer condi¢cdes para a germinacao e
crescimento pos-germinativo de bactérias esporuladas, tais como B.
thuringiensis. Mais estudos sao necesséarios para elucidacdo do papel das
bactérias esporuladas em cervejas: se podem ser classificadas como
indicadores de praticas higiénicas ao longo do processamento do produto e de
qualidade da matéria-prima ou se também poderdo ser considerados agentes
potencialmente capazes de deteriorar a cerveja.



44

7 REFERENCIAS

AQUARONE, E., ALMEIDA LIMA, U., BORZANI, W. Alimentos e bebidas
produzidos por fermentacéo, Sdo Paulo: Edgard Blucher, 227 p., 1983.

ALTHERTUM, F.; CRUZ, M.R.M.; VAIRO, M.L.R.; GAMBASSI, P.M. Efeito dos
microrganismos contaminantes da fermentacao alcodlica nas microdestilarias. STAB.

Acucar, Alcool e Subprodutos, Campinas, v. 3, n. 1, p. 42-49, 1984,

BACK, W. Secondary contamination in the filling area. Brauwelt International, v. 4, p.
326-328, 1994.

BACK, W. Color Atlas and Habdbook of Beverage Microbiology. Ed. Verlag Hans
Carl: Nurnberg, Germany, p. 10-112, 2005.

BAMFORTH, C.W. Brewing and brewing research: past, present and future. In J.
Sci. Food Agric., 80:1371-78, 2000.

BAMFORTH, C. W. Beer: tap into the art and science of brewing. 2 nd ed. New
York: Oxford University Press, 2003. 246p.

BANNWART, P. Maleficios e beneficios dos adjuntos. Concerveja - Congresso

Nacional de Cerveja Online, 2015.

BASSO, R.F.; ALCARDE, A.R.; PORTUGAL, C.B. Could non-Saccharomyces
yeasts contribute on innovative brewing fermentations? Food Research
International, v. 86, p. 112-120, 2016.

BOKULICH, N.A. E BAMFORTH, C.W. The Microbiology of Malting and Brewing.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. p.: 77(2):157, 2013.

BRASIL. Decreto n° 2314, de 04 de setembro de 1997. Dispde sobre a padronizacéo,
a classificacéo, o registro, a inspecao, a producéo e a fiscalizacdo de bebidas. Diério
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, 05 de setembro de 1007. p.
19549, 1997.

BRIGGS, D.E.; BOULTON, C.A.; BROOKES, PA.; STEVENS, R. Brewing: Science
and Practice, Boca Raton: CRC Press, p. 606-649, 2004.

CABALLERO, 1.; AGUT, M., ARMENTIA, A.; BLANCO, C.A. Importance of
tetrahydroiso-alpha-acids to the microbiological stability of beer. Journal of AOAC
International, v. 92, n. 4, p. 1160-1164, 2009.



45

CAMARGO, D.; HAAB, C.; TISCHLER, B.; SCHWARZBLOD, A.V.; PACHECO, L.S;
TRINDADE, P.A. Infecgé@o cutanea por Brevibacillus brevis em paciente transplantado
renal: Caso Clinico” In Anais do 13° Congresso Gaucho de Clinica Médica -
Blucher Medical Proceedings, v. 2, n. 7, p. 102-104, S&o Paulo, 2016.

CARLIN, F. Origin of bacterial spores contaminating foods. Food Microbiology, v. 28,
n. 2, p. 177-182, 2011.

CARVALHO, G.B.M.; BENTO, C.V., SILVA, J.B.A. Elementos biotecnolégicos
fundamentais no processo cervejeiro: 12 parte — as leveduras. Rev. Analytica, v.
25, p. 36-42, 2006.

CHANG, S.; KANG, D. Alicyclobacillus spp. in the Fruit Juice Industry: History,
Characteristics, and Current Isolation/Detection Procedures. Critical Reviews in
Microbiology, v. 30, n. 2, p. 55-74, 2008.

D'AVILA, R.F., LUVIELMO, M.M., MENDONCGCA, C.R.B., JANTZEN, M.M. Adjuntos
utilizados para producdo de cerveja: caracteristicas e aplicacfes. Estudos
Tecnolégicos em Engenharia, v. 8, p. 60-68, 2012.

DELOS, G. Beers of the world. London: Tiger Books International PLC, 1994.

EBLINGER, H.M. Handbook of Brewing: Process, la. ed. Weinheim: Wiley-VCH,
2009, p. 200-250.

FERNANDES, F.A.P. Melhoria dos indicadores microbiolégicos em linhas de
enchimento de cerveja em barril. Dissertacdo para obtencdo de grau de mestre em
tecnologia e seguranca alimentar. Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade
Nova de Lisboa, 2012.

FERNANDEZ, J.L.; SIMPSON, W.J. Measurement and prediction of the susceptibility
of lager beer to spoilage by lactic-acid bacteria. Journal of Applied Bacteriology, v.
78, p. 419-425, 1995.

FILHO, W.G.V. Bebidas Alcodlicas. 2a. ed. Blucher, v. 1, 2016.

GIRARDIN, H.; ALBAGNAC, C.; DARGAIGNARATZ, C.; NGUYEN-THE, C.; CARLIN,
F. Antimicrobial Activity of Foodborne Paenibacillus and Bacillus spp. against
Clostridium botulinum. Journal of Food Protection, v. 65, n. 5, p. 806-813, 2002.

GOMES, M.J.P. Género Bacillus spp. Topicos em Bacteriologia Veterinéria, FAVET-
UFRGS, 2013.



46

GRANUM, P.E.. Foodborne pathogenic bacteria. In Food microbiology. Edited by
M.P. Doyle, L.R. Beuchat, and T.J. Montville. ASM Press, Washington, D.C., p. 373—
381, 2001.

HAAKENSEN, M.; ZIOLA, B. Identification of novel horA-harbouring bacteria capable
of spoiling beer. Canadian Journal of Microbiology, v. 54, p. 321-325, 2008.

HARDWICK, W. Handbook of Brewing. v. 15, p. 728, 1994.

HORNSEY, I.S. A History of Beer and Brewing. The Royal Society of Chemestry,
2003.

HOUGH, J.S.; BRIGGS, D.E.; STEVENS, R.; YOUNG, T.W. Malting and Brewing
Science - Vol Il - Hopped Wort and Beer. Chapman and Hall, Londres, 1982.

IIJIMA, K.; SUZUKI, K.; ASANO, S.; KURIYAMA, H.; KITAGAWA, Y. Isolation and
Identification of Potential Beer-Spoilage Pediococcus inopinatus and Beer-Spoilage
Lactobacillus backi Strains Carrying the horA and horC Gene Clusters. Journal of the
Institute of Brewing, v. 113, n. 1, p. 96-101, 2007.

JASKULA, B.; KAFARSKI, P.; AERTS, G.; COOMAN, L. A Kkinetic study on the
isomerization of hop a-acids. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 56, n.
15, p. 6408-6415, 2008. https://doi.org/10.1021/jf8004965

JESPERSEN, L., JAKOBSEN, M.. Specific spoilage organisms in breweries and
laboratory media for their detection. Int. J. Food Microbiol., v. 33, p. 139-155, 1996.

JONES, A., PFLUG, |.J. Bacillus coagulans, FRR B666, as a potential biological
indicator organism. J. Parenteral Science and Technology, v. 35, n. 3, p. 82-87,
1981.

KALNIN, J.L. Avaliacao Estratégica Para Implantacdo De Pequenas Cervejarias.
Dissertacdo apresentada como requisito parcial & obtencdo do grau de Mestre no
Curso de Pdés-Graduacdo em Engenharia de Producdo e Sistemas, Centro

Tecnologico, Universidade Federal de Santa Catarina. Florian6polis, 1999.

KASHKET, E. Bioenergetics of lactic acid bacteria: Cytoplasmic pH and
osmotolerance. FEMS Microbiology Letters, v. 46, n. 3, p. 233-244, 1987.

KEUKELEIRE, D. Fundamentals of beer and hop chemistry. Quimica Nova, v. 23, n.
1, p. 108-112, 2000.



47

KUNZE, W. Technology brewing and malting. Berlim: VLB, 1997.
KUNZE, Wolfgang. Tecnhologia Para Cerveceros y Malteros. Primeira edicéo, 2006.

MEUSSDOERFFER, F.G. A Comprehensive History of Beer Brewing. In Handbook of
Brewing: Processes, Technology, Markets. Esslinger H.M. (ed.), p. 1-42, 2009.

WELLS-BENNIK, M.H.J.; EIJILANDER, R.T.; BESTEN, H.M.W,; BERENDSEN, E.M;
WARDA. AK.; KRAWCZYC, A.O.; GROOT, M.N.N.; XIAO, Y.; ZWIETERING, M.H.;
KUIPERS, O.P.; ABEE, T. Bacterial Spores in Food: Survival, Emergence, and
Outgrowt. Annual Review of Food Science and Technology. Vol. 7:457-482, pp 457-
482, 2016.

MUNFORD, A.R.G.; ALVARENGA, V.O.; PRADO-SILVA, L.; CRUCELLO, A,;
CAMPAGNOLLO, F.B.; CHAVES, R.D.; OTEIZA, J.M.; SANT'ANA, A.S. Sporeforming
bacteria in beer: Occurrence, diversity, presence of hop resistance genes and fate in
alcohol-free and lager beers. Food Control, v. 81, p. 126-136, 2017.

PEREIRA, A.P.M.; SANT’ANA, A.S. Diversity and fate of spore forming bacteria in
cocoa powder, milk powder, starch and sugar during processing: A review.
Trends in Food Science & Technology. V. 76, p-p 101-118,2018.

PIRTTIJARVI, T.S.M.; ANDERSSON, M.A.; SALKINOJA-SALONEN, M.S. Properties
of Bacillus cereus and other bacilli contaminating biomaterial-based industrial
processes. Int. J. Food Microbiol. 60: 231-239, 2000.

POMBEIRO, M.J. O Mundo da Cerveja. SCC — Sociedade Central de Cervejas e
Bebidas, S.A., 2008.

PRIEST, F.G. Gram-positive brewing bacteria. Brewing Microbiology. Chapman and
Hall, Londres, p. 127-161, 1996.

REINOLD, M. R. Manual prético de cervejaria. Sdo Paulo: Aden, 1997.214p.

SANTOS, M.S.; RIBEIRO, F.M. Cervejas e Refrigerantes. Sdo Paulo: CETESB, p. 58,
2005.

SAKAMOTO, K.; KONINGS, W.N. Beer spoilage bacteria and hop resistance.
International Journal of Food Microbiology, v. 89, p. 105-124, 2003.



48

SILVA, F.; GIBBS, P. Target selection in designing pasteurization processes for shelf-
stable high-acid fruit products. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v.
44,n. 5, p. 353-360, 2004.

SIMPSON, W. J., SMITH, A. R. W. Factors affecting antibacterial activity of hops
compounds and their derivatives. Journal of Applied Bacteriology, v. 72, n. 4, p.
327-334, 1992.

SOBRAL, J.N. Curso Elementar de Cerveja, Centro de Formacéao Profissional para o
Setor Alimentar. 2006.

SUZUKI, K.; IIJIMA, K.; OZAKI, K.; YAMASHITA, H. Isolation of a hop-sensitive variant
of Lactobacillus lindneri and identification of genetic markers for beer spoilage ability of
lactic acid bacteria. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 9, p. 5089-
5097, 2005.

SUZUKI, K.; IJIMA, K.; SAKAMOTO, K.; SAMI, M.; YAMASHITA, H. A review of hop
resistance in beer spoilage lactic acid bacteria. Journal of the Institute of Brewing, v.
112, p. 173-191, 2006.

VAUGHAN, A.; O'SULLIVAN, T.; VAN SINDEREN, D. Enhancing the microbiological
stability of malt and beer — a review. Journal of the Institute of Brewing, v. 11, n. 4,
p. 355-371, 2005.

VENTURINI-FILHO, W. G. Bebidas Alcodlicas — Ciéncia e Tecnologia. 22 Edigéo,
vol:1, Editora: Blucher, 2016.

WHITE, C.; ZAINASHEFF J. Yeast, The practical quide to beer fermentation.
Brewers Association. Boulder, Colorado. Primeira edig&o, 2010.

YOKOYA, F. Problemas com contaminantes na Fermentagdo alcodlica. STAB.
Acucar, Alcool e Subprodutos, v.9, n. 6, p. 38 e 39, 1991.



