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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 5

AVALIACAO MICROBIOLOGJCA DE UMA CERVEJA
TIPO PILSEN COM ADICAO DE CHA VERDE NA
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RESUMO: Acerveja é uma bebida fermentada a
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base de malte de cevada e adicionada de lupulo,
que atua como fonte de amargor e aroma. Seu
processo produtivo engloba, principalmente, as
etapas de: producédo do mosto, fermentacao,
maturagdo, filtracdo e envase. Assim como
se almeja a qualidade sensorial da cerveja,
também é necessario o controle da atividade
microbiolégica da mesma, pois a cerveja, como
qualquer bebida fermentada, € um produto
microbiano. Um dos meios de controle de
tal atividade € a adicéo do lupulo, que € uma
planta com propriedades bacteriostaticas. O
presente trabalho teve por objetivo a analise
da qualidade microbiolégica de uma cerveja
tipo Pilsen, produzida na Cervejaria Escola da
Universidade de Vassouras, com a adi¢cao de
cha verde em substituicdo parcial ao lapulo,
em concentragdes de 1,1 e 2,1 g/L, na etapa
de maturacgao, visto que o cha verde apresenta
semelhancgas ao lupulo, como odor aprazivel,
sabor amargo e efeito antimicrobiano. Foram
feitas analises microbioldégicas de bactérias
totais e bactérias laticas, estas ultimas sendo as
principais contaminantes da cerveja, obtendo-
se resultados satisfatérios para ambas, o que
validou a eficiéncia do cha verde no controle de
tais microorganismos, em comparagcéo a uma
cerveja sem adicédo deste cha.
PALAVRAS-CHAVE: Cerveja;
Microbiologia.

Cha verde;
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF A PILSEN BEER WITH GREEN TEA
ADDITION AT THE MATURATION STAGE

ABSTRACT: Beer is a barley malt fermented beverage with hops addition, which acts
as a source of bitterness and aroma. Its production process includes, mainly, the stages
of: wort production, fermentation, maturation, filtration and filling. Just as the sensory
quality of beer is desired, it is also necessary to control its microbiological activity,
because beer, like any fermented beverage, is a microbial product. Aiming to control
such activity is the addition of hops, which is a plant with bacteriostatic properties. The
objective of the present study was to analyze the microbiological quality of a Pilsen beer
produced in the Brewery School of the Universidade de Vassouras, with the addition
of green tea in partial replacement of hops, in concentrations of 1,1 and 2,1 g/L, in
the maturation stage, since green tea has similarities to hops, such as pleasant odor,
bitter taste and antimicrobial effect. Microbiological analyzes of total bacteria and lactic
acid bacteria were made, the latter being the main contaminants of beer, obtaining
satisfactory results for both, which validated the efficiency of green tea in the control of
such microorganisms, compared to a beer without the addition of this tea.
KEYWORDS: Beer; Green tea; Microbiology.

11 INTRODUCAO

Como explica Meussdoerffer (2009) e Dantas (2016), a cerveja € uma bebida
alcodlica extremamente valorizada comercialmente gracas a qualidade de suas
propriedades fisico-quimicas e a suarelagcao com a tradi¢ao e cultura de cada civilizacéo
que a consome, sendo considerada uma das cinco bebidas mais consumidas no
mundo.

Caracterizada por uma alta concentracao de carboidratos e presenca de proteinas,
aminoacidos, vitaminas, acidos organicos, mais de trinta micro e macro elementos
diferentes e uma gama de antioxidantes, a cerveja é considerada um produto de valor
nutritivo (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016).

Dentro da fabrica de cerveja, o processo de producado envolve a moagem do
malte, mosturacao, clarificagcédo do mosto, fervura, resfriamento do mosto, fermentacéo,
maturacao, filtracéo e envase (SIQUEIRA, 2008).

Logo apds o processo de fermentagao principal, inicia-se a etapa de fermentagao
secundaria. Tal etapa relaciona-se ao periodo de maturacéo da cerveja. A maturacéo é
realizada sob temperaturas baixas e € importante para a clarificacéo da cerveja, como
também a melhoria de seu sabor e odor (SIQUEIRA, 2008).

A cerveja, como qualquer bebida fermentada, € um produto microbiano. A
atividade microbiana esta envolvida em algumas etapas de sua produc¢ao, definindo as
muitas caracteristicas sensoriais que contribuem para qualidade final. Tendo isto em
mente, € importante a realizacdo de analises microbioldgicas durante o processo de
producéo da cerveja, visando o controle da atividade de microrganismos e garantindo
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assim a fabricacéo de uma cerveja de qualidade (BOKULICH, 2013).

O lupulo, como explicam Martins et al. (2014) e Silva et al. (2016), € uma planta
trepadeira, que da origem a flores, e é considerado uma erva com propriedades
medicinais, usada como antibi6tico e anti-inflamatério. Para a industria cervejeira, o
interessante s&o as flores femininas ndo fecundadas, pois estas possuem lupulina. Na
cerveja, o lupulo tem fungdo aromatica e é ele que propicia o sabor amargo. O estudo
das propriedades de alguns compostos presentes no lupulo revelou efeitos bioativos
em grande parte de seus metabodlitos.

Nos ultimos anos, os esforcos da industria alimenticia estédo focados em adequar
as tendéncias de consumo a produtos mais naturais, obtidos usando matérias-primas
naturais para enriquecer produtos convencionais com diversos substratos naturais
ou extratos, visando proporcionar beneficios terapéuticos e fisioldgicos. A utilizacao
de cha verde como uma substituicdo parcial do lupulo no processo de fabricagcéo de
cerveja é algo ja em processo de estudo devido a algumas similaridades entre estes
dois compostos (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016; DIAS, 2014; RODRIGUEZ,
2017).

Segundo Cabrera (2006), tendo sua origem de producdo na China, o cha é
produzido em mais de 20 paises e é a bebida mais consumida no mundo depois
da agua, devido aos seus beneficios a salde e as suas caracteristicas sensoriais,
estimulantes, relaxantes e propriedades culturais, estando bem a frente do café,
cerveja, vinho e refrigerante. O cha verde, desde os tempos antigos, € considerado
pela medicina tradicional chinesa como uma bebida saudavel.

Ao comparar o lupulo com o cha verde, observa-se uma semelhanca no que diz
respeito a sua coloracao esverdeada, odor aprazivel e sabor amargo. Além destes
comparativos, também é valido ressaltar que ambos possuem efeito antimicrobiano, o
que propicia uma diminuicdo da contaminacéao da cerveja. Devido a tais semelhancas,
a substituicdo parcial do lupulo por cha verde se torna uma opc¢éo interessante no
processo cervejeiro (SCHUINA et al., 2015).

Assim, neste estudo buscou-se substituir parcialmente o lupulo por cha verde, em
concentracdes de 1,1 e 2,1 g/L, em cervejas do tipo Pilsen produzidas na Cervejaria
Escola da Universidade de Vassouras, analisando entdo a qualidade microbiol6gica
deste cha.

2 | MATERIAL E METODO

2.1 Producao da cerveja

A cerveja foi produzida na Cervejaria Escola da Universidade de Vassouras,
utilizando as matérias-primas contidas na Tabela 1. O mosto foi adicionado em
6 fermentadores previamente higienizados contendo 7,5 litros cada um. Apds o
resfriamento, foi adicionada a levedura cervejeira e a cerveja foi colocada para
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fermentar em um ambiente com 20°C. Diariamente foram coletadas amostras para
medicéo de extrato e alcool.

MATERIAS-PRIMAS

Agua Primaria 52 L
Agua Secundaria 39L
Malte Pilsen 16 kg
Lupulo Magnum® 8,477 g
Levedura Nottingham® 3,759
Cha Verde 1,1e2,1g/L

Tabela 1 - Matérias-primas utilizadas para a produgéo da cerveja

Apo6s o término da fermentacdo, a cerveja foi colocada para maturar a uma
temperatura aproximada de 0°C. Neste momento houve a adi¢cao de cha verde nos
fermentadores nas concentragdes de 0, 1,1 e 2,1 g/L. A maturacao foi acompanhada
durante 10 dias.

2.2 Analises fisico-quimicas

Para a andlise de extrato diaria, foi utilizado o método segundo EBC (1998)
onde uma amostra de aproximadamente 100 mL de cada balde foi retirada, tendo
sua densidade medida por um densimetro, sendo esse valor depois convertido para
graus plato (°P), de acordo com a tabela contida no método. Esse procedimento foi
realizado até que os valores de extrato se mantiveram constantes, o que indicou o fim
da fermentacéo.

Para a analise de alcool foi utilizado o método do Instituto Adolfo Lutz (2008),
método este empregado na determinacdo do teor de alcool em volume, utilizando
valores obtidos pela medicdo em densimetro, nas amostras de cerveja, seguindo uma
tabela de conversao de densidade relativa a 20°C/20°C (INSTITUTO ADOLF LUTZ,
[.LA.L., 2008).

2.3 Analises microbioldgicas

As coletas para andlise microbiologica foram retiradas no primeiro, quinto e
décimo dia de maturacao. Foram feitas analises de bactérias totais e laticas utilizando
0s meios de cultura PCA (Plate Count Agar) e MRS (deMan, Rogosa e Sharpe),
respectivamente, de acordo com o método descrito por Silva et al.(2017).

As andlises do presente estudo foram realizadas seguindo o método pour
plate, que, segundo Machado (2004), € uma técnica geral para quantificacdo de
microrganismos que pode ser utilizada para bactérias heterotroéficas como também
para a contagem de outros grupos de microrganismos e se baseia na premissa de
que cada célula microbiana presente em uma amostra, quando fixada em um meio de
cultura sélido adequado, ird formar uma col6nia visivel e isolada.
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Vale ressaltar que, para as placas com o meio MRS, ainda foi feita mais uma
cobertura com 0 meio para garantir um ambiente com pouco oxigénio, propicio para
crescimento das bactérias laticas. As analises foram feitas em ftriplicata, para cada

um dos meios e as placas encubadas a 37°C, por 48 horas para PCA e 72 horas para
MRS.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Producao da cerveja
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Gréfico 1 - Valores de extrato (°P) durante a fermentacao antes da adi¢cdo do ché verde.
Fermentadores com concentracéo de ché verde apds a maturacao de 0 g/L (®), 1,1 g/L (n) e 2,1

g/L (p).
Medicao de Alcool
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Gréfico 2 - Valores de teor alcodlico (%v/v) durante a fermentagéo antes da adi¢cdo do cha
verde. Fermentadores com concentrac@o de ché verde ap6s a maturacdo de 0 g/L (®), 1,1 g/L
(n) e 2,1 g/L (p).

Ao analisar os resultados do Grafico 1, que ilustra o decaimento do valor de
extrato (°P) no decorrer do tempo de fermentacdo da cerveja, é possivel observar
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gue as amostras tiveram inicio de queda de extrato ja no primeiro dia de fermentacgéo,
partindo do valor inicial de 11,2 °P, medido apds a etapa de fervura, e chegando ao
valor constante de aproximadamente 2 °P ao final da etapa de fermentacéo.

Pela anélise do Grafico 2, que ilustra o crescimento na porcentagem de alcool
das amostras estudadas, também foi possivel constatar a formagédo do alcool pelas
leveduras ja no primeiro dia de fermentacédo, como consequéncia do decaimento do
extrato. As amostras atingiram em torno de 5% de alcool no ultimo dia de fermentacéo.
De acordo com Rosa e Afonso (2014), a cerveja tipo Pilsen € composta por 2 a 6% de
extrato residual, 2 a 6% de alcool, o que indica que a cerveja produzida no presente
trabalho estava dento das especificacoes.

Ambas as medices de extrato e de alcool ocorreram como o esperado, pois
houve similaridades no decaimento do extrato e no aumento de alcool em todas as
amostras, ou seja, todas as amostras comeg¢aram com o0 mesmo valor de alcool e
extrato e terminaram também com aproximadamente o0 mesmo valor para ambos.
Com isso é possivel afirmar que a etapa de fermentagéo ocorreu de forma esperada e
as amostras em questao estavam naquele momento prontas para seguirem a etapa de
maturacéo. Além disso, com a obtencéao destes resultados, também foi possivel afirmar
gue nao houve outros interferentes no meio, como agucares, o que ocasionaria em um
valor de &lcool mais baixo ao final da fermentacdo e, consequentemente, poderiam
acarretar em contaminacgao bacteriana nas amostras.

Vale ressaltar também que a adi¢cdo de cha verde ocorreu somente na etapa de
maturacéo, portanto n&do houve nenhum tipo de interferéncia causada pelo mesmo
durante a etapa de fermentacdo do mosto.

3.2 Analises Microbiolégicas

Analise de bactérias totais
1.40E+05

1.20E+05

1.00E+05

'« 8.00E+04
Dia1l
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Dia 5
4.00E+04 ® Dia 10
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Crescimento bacteriano (UFC/mL)

0.00E+00
Contrale 1,1g/L 2,1g/L

Concentragdo de chd verde g/L

Grafico 3 - Andlise de bactérias totais utilizando meio de cultura PCA; Amostra controle com
0 g/L de cha verde adicionado; Em laranja o primeiro dia, em cinza o quinto dia e em azul o
décimo dia de maturagéo.
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Analise de bactérias laticas
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Grafico 4 - Analise de bactérias laticas utilizando meio de cultura MRS; Amostra controle com
0 g/L de cha verde adicionado; Em laranja o primeiro dia, em cinza o quinto dia e em azul o
décimo dia de maturagéo.

Para a contagem de bactérias totais, foi utilizado o meio de cultura PCA, meio este
empregado por Pontes et al.(2010) em seus estudos, para a contagem de bactérias
totais em alimentos, bebidas, entre outros materiais, sendo de grande importancia
para a medi¢ao do nivel de contaminagao bacteriana nas amostras analisadas.

Ao analisar o Grafico 3, observa-se que no primeiro dia de analises houve
pequeno crescimento bacteriano em todas as amostras, o que pode ser explicado
pelo fato de que o mosto foi fervido e com isso, boa parte dos microrganismos foi
eliminada. Durante a fermentacdo, possivelmente as leveduras foram capazes de
inibir o crescimento de contaminag¢des durante o periodo em que estiveram ativas,
por estarem bem adaptadas ao meio mais acido em que se encontram (KLIEMANN,
2014).

Segundo Carvalho (2001), se 0 meio em que as leveduras estdo inseridas
restringem 0 seu crescimento, as bactérias, principalmente as laticas, possuem
um ambiente mais propicio para seu crescimento. Portanto, somente na etapa de
maturacédo, onde as leveduras ja ndo estdo mais ativas, o crescimento de bactérias
comecou a ser significativo. Também foi possivel observar que a primeira coleta foi feita
logo apods adicédo do cha verde, portanto nao foi o suficiente para que ele pudesse agir
sobre 0s microrganismos presentes, 0 que explica o crescimento bacteriano mesmo
nas amostras com o cha verde. A partir do dia 5 pode-se observar um decréscimo,
sendo este nulo no décimo dia de coleta para as amostras que possuiam o cha verde,
enquanto que o crescimento bacteriano permaneceu na amostra controle, o que indica
gue o cha verde atuou como um inibidor do crescimento bacteriano nas amostras que




o continham.

Para a contagem de bactérias laticas, foi utilizado o meio de cultura MRS, meio
este empregado por Jatoba et al.(2008) em seus estudos, para o cultivo de lactobacilos,
possuindo também grande importéncia para a medicdo de bactérias laticas nas
amostras estudadas.

Ao analisar o Grafico 4, observa-se que no primeiro dia de analise houve um
alto crescimento em todas as amostras, o que pode ser explicado pelo ambiente mais
propicio para a proliferacéo dessas bactérias, ja que as leveduras ndo estavam mais
ativas. Com o decorrer do experimento, o crescimento das bactérias laticas apresentou
um decréscimo, atingindo um ponto, durante o décimo dia de analise, em que somente
a amostra controle apresentou proliferacao das mesmas, o que indica que o cha verde
possuiu um efeito inibidor também para estas bactérias.

41 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o observado no presente trabalho, conclui-se que as cervejas
produzidas apresentaram um desenvolvimento parecido, garantindo assim uma maior
precisdo na analise final dos resultados, que se mostraram satisfatérios.

Em relacdo a substituicao parcial do lupulo pelo cha verde, onde o objetivo foi
analisar a eficiéncia do cha verde como inibidor de crescimento de bactérias totais e
laticas, foi possivel concluir que o cha verde, nas concentragdes de 1,1 e 2,1 g/L, se
mostrou eficiente nas amostras que o continham, apresentando um decréscimo até o
valor nulo para todas as amostras onde houve a adicdo do cha. Este dado se torna
ainda mais interessante, pois o cha verde apresenta caracteristicas benéficas a saude
e também delega notas de amargor a cerveja.
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