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RESUMO

GIOVANNA RIBEIRO TREBISACCE

Avaliacao de estirpes de bactérias laticas como fermento adjunto na producéo de cervejas
acidas

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel
Coorientador: José Roberto Ribeiro

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

O mercado cervejeiro vem mostrando um crescimento significativo no Brasil nos ultimos dez
anos. Atualmente ele ocupa a terceira posicdo entre os paises fabricantes e consumidores de
cerveja em relacdo ao volume consumido. Junto a isso, soma-se a diversidade de cervejas
artesanais que representam uma importante mudanca no mercado nacional, correspondendo a 3%
do comercio total de cerveja no pais. Apesar de todo este crescimento e de sua rica
biodiversidade, a cerveja produzida no Brasil ainda ndo adquiriu uma identidade propria.
Entretanto, as cervejas leves e refrescantes tém sido a preferéncia nacional, como as Pilsen, entre
outras Lagers. O uso de insumos cervejeiros como fermentos e ldpulo, quase que exclusivamente
importados, também reflete a incompleta participacdo do Brasil neste mercado. Na cidade de
Blumenau (Santa Catarina), iniciou-se um movimento que levou algumas microcervejarias locais
a definirem um estilo de cerveja &cida, que foi considerado proprio da cidade. Ela foi chamada de
Catarina Sour. Ainda que este apresente um sabor atipico para o atual paladar do consumidor
brasileiro, as cervejas acidas vao de encontro as caracteristicas sensoriais desejaveis no Brasil em
funcéo de sua tipica refrescancia. Visando o futuro desenvolvimento de uma cerveja &cida com
caracteristicas sensoriais distintas, este estudo tem como objetivo avaliar 0 uso de bactérias acido
laticas como fermentos adjuntos para a producdo de cervejas acidas. As estirpes de bactérias
laticas utilizadas fazem parte da colecdo de culturas do Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos do IMPG/UFRJ, e foram previamente isoladas de alimentos, sendo elas: Lactobacillus
plantarum (LP01), Enterococcus faecium (E86), Lactococcus lactis (61). Foram utilizadas como
controle as estirpes de cole¢des internacionais (Lactobacillus casei delbrueckii CCT 3744,
Lactobacillus sakei STCC 906, Lactobacillus casei rhamnosus GG ATCC 53103, Lactobacillus
brevis 00221 (estirpe controle) e Saccharomyces cerevisae US-05. As estirpes foram testadas
quanto a capacidade de acidificar o mosto convencional e enriquecido com 2% de sacarose ou
maltose, resisténcia ao mosto adicionado de Ilupulo (2,5 a 7,5 IBU), crescimento em
concentracdes de 2 e 5% de etanol (vol./vol.) e multiplicacdo em co-cultivo com leveduras em
mosto cervejeiro. A quantificacdo dos microrganismos foi realizada por contagem de células por
microscopia na camara de Neubauer e cultivo em agar MRS. Ao longo dos experimentos, 0
crescimento dos microrganismos no mosto cervejeiro foi monitorado pela avaliagdo do pH e



densidade do mosto, verificada por refratometria. As estirpes Lactobacillus plantarum (LPO1) e
Lactobacillus brevis 00221 apresentaram uma boa acidificacdo do mosto convencional, mosto
lupulado e mosto com adicdo de etanol em diferentes concentragfes. As duas estirpes
apresentaram um bom crescimento nos diferentes mostos testados, mas ndo reduziram a
densidade do mosto como o esperado. Dessa forma, conclui-se que Lactobacillus plantarum
LP0O1 mostrou potencial capacidade de ser um fermento adjunto na producédo de cervejas acidas.

Palavras-chave: fermentagdo, cerveja acida, bactérias laticas.



ABSTRACT

GIOVANNA RIBEIRO TREBISACCE

Evaluation of lactic acid bacteria strains as adjunct ferment in the production of sour beers

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel
Coorientador: José Roberto Ribeiro

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

The beer commercialization has been showing significant growth in Brazil in the last ten years.
Currently, it occupies the 3rd position among beer brewing and consuming countries in relation
to the volume consumed. In addition, the number and diversity of craft beers has increasing also,
corresponding to 3% of the total beer trade in Brazil. Despite all this growth and its rich
biodiversity, the beer produced in Brazil has not yet acquired its own identity. However, light and
refreshing beers have been the national preference, such as Pilsen, among other Lagers. The use
of brewing ingredients acquired from foreign trade, such as yeast and hops, also reflects Brazil's
incomplete participation in this market. In the city of Blumenau (Santa Catarina state - Brazil), a
movement began that led some local craft breweries to define a style of sour beer, which was
considered typical of the city. She was called Catarina Sour. Although it has an atypical flavor for
the current taste of Brazilian consumers, sour beers meet the desirable sensory characteristics in
Brazil due to their typical freshness. Aiming at the future development of a sour beer with distinct
sensory characteristics, this study aims to evaluate the use of lactic acid bacteria as adjunct
ferment to produce sour beers. The following strains of lactic acid bacteria used are part of the
culture collection of the Laboratory of Food Microbiology at IMPG/UFRJ, and were previously
isolated from foods: Lactobacillus plantarum (LP01), Enterococcus faecium (E86), Lactococcus
lactis (61). Strains from international collections (Lactobacillus casei subsp. delbrueckii CCT
3744, Lactobacillus sakei STCC 906, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG ATCC 53103,
Lactobacillus brevis 0022 (control) and Saccharomyces cerevisae US-05) were used as controls.
Concentration sucrose or maltose, resistance to wort added with hops (2,5 to 7,5 IBU), growth in
concentrations of 2 and 5% ethanol (vol./vol.) and multiplication in co-cultivation with yeasts in
brewer's wort. The microorganisms were counted by microscopy in a Neubauer chamber and
cultivation on MRS agar. Throughout the experiments, the growth of microorganisms in the
brewer's wort was monitored by evaluating the pH and density of the wort, verified by
refractometry. The strains Lactobacillus plantarum LPO1 and Lactobacillus brevis 00221 showed
good acidification of conventional wort, hopped wort and wort with the addition of ethanol at
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different concentrations. The two strains showed good growth in the different musts tested, but
did not reduce the must density as expected. Thus, it is concluded that Lactobacillus plantarum
LPO1 showed potential ability to be an adjunct yeast in the production of acidic beers.

Key-words: fermentation, sour beer, lactic acid bacteria.
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RESUMO PARA LEIGOS

GIOVANNA RIBEIRO TREBISACCE

Avaliacao de estirpes de bactérias laticas para uso como fermento adjunto na industria
cervejeira

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel
Coorientador: José Roberto Ribeiro

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencgdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Apesar do Brasil ser o terceiro pais que mais produz e consome cerveja no mundo, ele ainda
depende de alguns ingredientes importados para garantir sua producdo, como o lupulo e o
fermento. Da mesma forma, apesar de sua importancia no mercado cervejeiro mundial, o pais ndo
apresenta uma cerveja que possa ser considerada tipicamente brasileira. Existem diversos tipos de
cervejas, mas nem todas se enquadram no paladar do consumidor brasileiro, que prefere cervejas
leves e refrescantes. Um tipo de cerveja &cida, produzida na cidade de Blumenau, no estado de
Santa Catarina, € o resultado de um movimento de pequenas cervejarias para produzir e promover
este tipo de cerveja como uma cerveja tipica da regido. |As cervejas acidas apresentam sabor e
aroma diferentes da preferéncia nacional, mas sua caracteristica refrescante e a possibilidade de
associacdo com outros sabores pode representar um potencial para 0 aumento no seu consumo.
Em funcdo da necessidade de fazer o Brasil se tornar mais participativo no mercado de
ingredientes cervejeiros, além de caminhar no sentido de criar um estilo proprio de cerveja, este
estudo se propOs a procurar bactérias, que quando utilizadas juntamente com as leveduras, que
sdo os fermentos cervejeiros tipicos, possam produzir uma cerveja acida de qualidade, resultando
na disponibilizacdo de um fermento cervejeiro nacional. Para producdo de cerveja acida, as
bactérias acido laticas (muito comuns na producdo de iogurte), sdo utilizadas para acidificar a
cerveja. Nossa equipe propés um estudo com diferentes bactérias acido lacticas que foram
submetidas a alguns testes, como a capacidade de acidificacdo e reducdo da densidade do mosto
(liquido acucarado que antecede a producdo da cerveja), capacidade de se multiplicarem nesse
meio e co-fermentacdo com levedura. As bactérias testadas foram capazes de crescer bem no
mosto, mesmo em condi¢des de estresse para a célula bacteriana (presenca de lupulo e etanol),
aléem de terem acidificado de maneira desejavel a producdo desse estilo de cerveja. Entretanto,
néo reduziram a densidade como o esperado. Quando testadas em co-fermentacdo com levedura,
tiveram um bom crescimento e reduziram o pH do mosto de maneira desejavel. Dessa forma,
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conclui-se que a estirpe testada (Lactobacillus plantarum LP01) apresentou potencial capacidade
em ser um fermento adjunto utilizado na producgdo de cervejas acidas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definigdo de cerveja

A cerveja é uma bebida alcodlica produzida a partir da fermentacdo de carboidratos
derivados do amido presente em cereais maltados como a cevada, trigo e milho. Seus
ingredientes principais sdo agua, malte, fermento cervejeiro e lpulo, que de acordo com a
combinacdo do uso de diferentes variedades ou tratamentos tecnoldgicos, pode resultar em uma
infinidade de sabores, cores e aromas. Além disso, podem ser utilizados outros ingredientes, de
acordo com o objetivo comercial ou sensorial do produto. Fatores tecnoldgicos, como a
temperatura da fermentacdo, também podem afetar as caracteristicas da cerveja (Carvalho, Rossi
e Silva, 2007; Afonso e Rosa, 2014).

A lei da pureza alemd, também conhecida como “Reinheitsgebot”, é considerada a mais
antiga lei em aplicacdo atualmente, e foi criada pelo Duque de Baviera - Guilherme IV. Ela
determina que a cerveja deveria ser fabricada apenas com 0s seguintes ingredientes: agua, malte
de cevada e lupulo. Nessa época, a levedura de cerveja ainda ndo era conhecida, mas hoje é aceita
dentro dos parametros da lei. Essa lei tinha como principal objetivo estabelecer os precos de
alguns estilos de cerveja da época. Além disso, a restricdo da fabricacdo com grdos de cevada
visava proibir a utilizacdo dos gréos de trigo e centeio, pois eram necessarios para a fabricacéo do
pdo, e muitas vezes ficavam em falta pela grande demanda dos cervejeiros (Geitner, 2011).
Embora esta lei ainda seja uma tradicdo em alguns estilos de cerveja, varios outros componentes
foram incorporados ao longo dos anos e amplamente aceitos.

Além da “Lei da Pureza”, ou "Reinheitsgebot", outra referéncia juridica diretamente
ligada a producdo da cerveja foi o Codigo de Hamurabi da Babil6nia (1.770 a.C.), que € a mais
antiga lei que se tem conhecimento e se baseava na Lei do Talido, que punia um criminoso de
forma semelhante ao crime cometido, ou seja, “olho por olho, dente por dente”. Hamurabi foi o
fundador do primeiro Império Babildnico e a lei criada por ele declarava pena de morte aos que
diluissem a cerveja que vendiam (Kelly, 2019).

Segundo a legislacdo brasileira - Instrucdo Normativa No. 65 de 10 de dezembro de 2019
(ING65), para que uma bebida seja chamada de cerveja ela deve ser resultante da fermentacéo

realizada por leveduras cervejeiras em mosto de cevada malteada ou de extrato de malte,
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submetido previamente a um processo de cocgdo adicionado de lipulo ou extrato de lGpulo. No
processo pode ser considerada também a multipla fermentacdo, onde sdo utilizados outros
fermentos, inclusive bactérias. Além disso, podem ser acrescentados adjuntos cervejeiros que sao
matérias-primas que substituam, em até 45% em peso em relacdo ao extrato primitivo, o malte ou
0 extrato de malte na elaboragdo do mosto cervejeiro. Entende-se por extrato primitivo a
quantidade de substancias dissolvidas (extrato) do mosto que deu origem a cerveja, que deve ser
sempre maior ou igual a 5,0% em peso. Sdo utilizados como principais adjuntos a cevada
cervejeira ndo malteada e os demais cereais malteados ou ndo-malteados, aptos para 0 consumo
humano como alimentos, como trigo, milho e arroz. Também sdo considerados adjuntos
cervejeiros o mel e ingredientes de origem vegetal, fontes de amido e de agUcares, também aptos
para 0 consumo humano como alimento. Estes devem estar presentes em quantidade menor ou
igual a 25% em peso em relagdo ao extrato primitivo (MAPA, 2019). A malteacdo é o processo
composto pela inducdo da germinagdo das sementes e interrupcdo desta pelo calor. Durante a
germinacdo, a semente produz enzimas, que posteriormente serdo utilizadas na producdo da
cerveja, como aquelas capazes de quebrar o amido em agucares menores, que serdo utilizados
pelos fermentos.

Segundo a IN65 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, as cervejas
podem ser classificadas em relacdo a proporcdo de sua matéria prima, como: cerveja 100%
malte” ou “cerveja puro malte” quando elaborada a partir de um mosto, cujo extrato primitivo
provém exclusivamente de cevada malteada ou de extrato de malte; "cerveja 100% malte de
(nome do cereal malteado)" ou "cerveja puro malte de (nome do cereal malteado)”, quando
elaborada a partir de um mosto cujo extrato primitivo provém exclusivamente de outro cereal
malteado; "cerveja de (nome do cereal que compde até 80% em peso da totalidade dos adjuntos
cervejeiros)”, quando elaborada a partir de um mosto cujo extrato primitivo provém
majoritariamente de adjuntos cervejeiros, com o minimo de 20% em peso de malte de cevada ou
malte de (nome do cereal utilizado).

Em relacdo ao seu contetdo alcodlico, elas podem ser classificadas como:

I- "cerveja sem alcool" ou "cerveja desalcoolizada", aquela cujo contetdo alcodlico é inferior ou

igual a 0,5% em volume, que significa 0,5% volume/volume (v/v);
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Il - "cerveja com teor alcodlico reduzido" ou "cerveja com baixo teor alcoolico”, aquela cujo
contetdo alcodlico é superior a 0,5% em volume (0,5% v/v) e inferior ou igual a 2,0% em

volume (2,0% v/v); ou

Il - "cerveja"”, aquela cujo conteudo alcodlico é superior a 2,0% em volume (2,0% v/v). (Brasil,
2019)

1.2 Hist6ria da cerveja

A origem da cerveja esta diretamente relacionada com a origem da civiliza¢do humana, ha
aproximadamente 10 mil anos. A medida em que parte dos seres humanos mudou da condicéo de
cacadores e coletores para uma sociedade agricola, surgiram também as “bebidas sagradas”,
resultantes da fermentacdo espontanea de frutas e cereais, cujo efeito entorpecente era vinculado
ao poder divino e conexdo com as entidades (Meussdoerffer, 2009).

Os primeiros registros sobre a cerveja foram pictogramas encontrados na Sumeéria, atual
Iraque, e tratava-se de um dicionario sobre termos cervejeiros (figura 1). A regido foi também o
sitio da primeira linguagem escrita conhecida, além de ser um lugar em que a cevada crescia em
estado selvagem. Segundo estes registros, no periodo de 2100 a.C., 0os sumerios alegravam-se
com uma bebida fermentada obtida de cereais, periodo em que o processo empirico de
fermentacdo foi descoberto pela humanidade e as primeiras bebidas alcoolicas foram produzidas.
Esses documentos mostram que a bebida era difundida na sociedade, principalmente no contexto
de ofertas aos templos. Além disso, também era utilizada como veiculo para tratar os doentes
com ervas medicinais. Acredita-se que a fabricacdo de cerveja difundiu-se da regido da
Mesopotamia ao Egito, onde se tornou a bebida basica deste pais em todos os niveis sociais, do

Farad aos camponeses (Sewell, 2014).
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Figura 1. O primeiro registro sobre cerveja - Monumento Blau (4000 a.C) mostra a cerveja sendo
oferecida a deusa suméria NinHarra. Fonte: https://opabier.com.br/blog/historia-da-cerveja-no-mundo/

Por conterem 0s mesmos ingredientes, acredita-se que a cerveja tenha sido descoberta por
meio de um processo de fermentacdo ndo intencional da cevada utilizada para o preparo do péo.
Mais tarde, o que havia sido acidental foi transformado num processo padronizado de fabricagéo
(Meussdoerffer, 2009).

Alguns dados historicos também sugerem que o inicio da producdo da cerveja tenha
ocorrido quase que simultaneamente na Europa, onde 0os monastérios tiveram grande importancia
neste processo. Com a expansao do Sacro Imperio Romano na Europa, diversos mosteiros foram
construidos e muitos desses se tornaram centro de producdo cervejeira. Inicialmente, a maior
parte destes ficavam localizados no Sul da Europa, uma vez que o clima desta regido permitia o
cultivo de uvas e a consequente producdo de vinho. Entretanto, a expansdo continuou para o
Norte da Europa, regido mais fria que facilitou o cultivo de cevada. Assim iniciou-se a producao
cervejeira denominada de “fabricagdo monastica”, a qual contava com o emprego de diversas

ervas para aromatizar a bebida, como louro, gengibre e lupulo (Poelmans e Swinnen, 2011).

1.3 Aspectos sociais e nutricionais da cerveja

A cerveja, assim como outras bebidas alcodlicas, exerce um importante papel social, onde
ja foi associada a atos religiosos, como oferendas, moeda ou até mesmo lazer. Seu consumo é
considerado democratico, uma vez que é realizado por todas as classes sociais (Hales, 2010).
Na lIdade Média os monges costumavam beber em torno de cinco litros de cerveja por dia. Isto
justifica-se devido as condicBes higiénico-sanitarias da época, uma vez que consumir bebida
alcoodlica era mais seguro do que consumir agua, ja que a fermentacdo e o alcool inibiam os

microrganismos patogénicos. Ela também era consumida como forma de refeicdo, ja que 0s
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cereais mantém suas propriedades nutritivas. Além das razfes nutricionais, a cerveja também era
frequentemente usada em mosteiros para fins espirituais e medicinais (Poelmans e Swinnen,
2011).

Como outras bebidas fermentadas, a cerveja contém quantidades significativas de
vitaminas do complexo B, principalmente folatos e riboflavina, além de selénio. A capacidade
antioxidante da cerveja pode ser comparada a do vinho devido a presenca de compostos
antioxidantes. Entre eles estdo o acido ferulico, catequina e a quercetina, que demonstram a
capacidade de quelar radicais livres e inibir a enzima lipoxigenase, que promove 0 inicio da
ruptura dos &cidos graxos insaturados (Siqueira, Bolini e Macedo, 2008). O lupulo tambem é
considerado uma erva com propriedades medicinais devido a presenca de beta-acidos, que
possuem propriedades antimicrobianas, sendo considerado um antibiotico e um anti-inflamatério
natural (Siqueira, Bolini e Macedo, 2008).

Alguns ensaios clinicos sugerem que o consumo moderado de cerveja resulte em
beneficios para a saude humana, principalmente devido aos antioxidantes (De Gaetano et al.,
2016), efeitos anti-inflamatorios (Chiva-Blanch et al., 2015) e reducdo do risco de doencas
cardiovasculares (Martinez, Urpi-Sarda et. al., 2010; Chiva-Blanch et al., 2015; De Gaetano et
al., 2016). Os antioxidantes geralmente apresentam efeitos biologicos benéficos, prevenindo o
estresse oxidativo e reduzindo o dano oxidativo as células. Os compostos fendlicos na cerveja
incluem flavonoides como xanthohumol e ndo flavondides como é&cidos fenolicos, ambos
amplamente encontrados (Venturelli et al., 2016; Osorio-Paz, Brunauer e Alavez, 2020).
Compostos fendlicos em cervejas também exercem atividades biolégicas para prevenir o
desenvolvimento de céncer, osteoporose, diabetes e doencas neurodegenerativas (Graf, Milbury e
Blumberg, 2005; Chen et al., 2010; De Gaetano et al., 2016).

Alem disso, a abstinéncia de alcool foi associada a um maior risco de deméncia em
comparacdo com consumo de 1 a 14 unidades de alcool por semana. Uma unidade de bebida
padrdo representa uma forma simplificada de medir o volume de alcool puro numa bebida
alcoolica, sendo usada em varios paises para orientar e facilitar o célculo da ingestdo diaria ou
semanal de alcool. Neste caso, assume-se que uma unidade representa 10 a 12 gramas de alcool,
que é o valor comum para uma dose da maioria das bebidas alcodlicas. A Organizacdo Mundial
da Saude estabeleceu um valor maximo diario de 2 unidades diarias (20 g alcool). Cerca de duas

latas de cerveja ou duas tagas de vinho, diminuiu a incidéncia de deméncia em 47%. Por outro
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lado, entre os individuos que bebiam mais de 14 unidades/semana, um aumento de 7 unidades no
consumo de &lcool foi associado a um aumento de 17% no risco de deméncia (Sabia et. al, 2018).
Ainda que apresente beneficios nutricionais cientificamente comprovados, a natureza alcodlica da
bebida é um fator restritivo a determinados grupos de consumidores, que exige aten¢do quanto ao
volume de consumo pela populagdo. Segundo a legislagédo brasileira atual, quem vender,
fornecer, servir, ministrar ou entregar bebida alcodlica de qualquer forma a crianca ou
adolescente pratica crime e serd punido com pena de detencdo, com duracdo de 2 a 4 anos (Lei n°.
8.069/90, art. 243). Além disso, também ndo é recomendado o consumo de alcool por gravidas,
visto que o alcool pode causar crescimento retardado, defeitos congénitos e danos cerebrais no
feto.

Em 2011, a Organizacdo Pan-Americana da Satde (OPAS) adotou o “Plano de Agdo para
Reduzir o Uso Prejudicial do Alcool” (documento CD51/8, Rev. 1), que estabelece uma
estratégia global para reduzir o uso nocivo do alcool. Dessa forma, o Plano de Acédo visa
identificar o consumo prejudicial do alcool por menores de idade como prioridade de salude
publica, promover programas de prevencdo que eduquem criangas e jovens sobre como resistir a
pressdo social da bebida, assegurar que a prevencao eficaz, tratamento e servigcos de atencédo
sejam acessiveis aos afetados pelo uso prejudicial do alcool e alocar recursos financeiros,
técnicos e humanos para a implementacdo das atividades nacionais descritas no Plano de Acao
(OMS, 2011).

1.4 O mercado cervejeiro

A cultura da producdo artesanal de cerveja foi importante para sua difusdo ao longo dos
anos ao redor do planeta. Atualmente, sua producdo e comercializagdo resultam principalmente
de grandes opera¢fes industriais realizadas por empresas que exploram o mercado regional ou
internacional.

Em 2021, o numero de estabelecimentos produtores de cerveja artesanal registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) atingiu a marca de 1.549, o que
representa um aumento de 12,0% em rela¢do ao ano anterior, quando haviam 1.383 cervejarias
registradas. Em 2021 foram registradas 200 novas cervejarias e outras 34 cancelaram seus
registros, o que corresponde a um aumento liquido de 166 cervejarias em relacdo ao ano anterior.

Apesar de toda a crise enfrentada devido a pandemia do COVID-19, o setor cervejeiro foi
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destaque em 2020 e 2021. Como exemplo, a American Beverage Company (Ambev), que é a
maior cervejaria do mundo, registrou crescimento nas vendas do segundo trimestre de 2021 em
115,9% quando comparado com o mesmo periodo de 2020 (Ferrari, 2021).

O mercado cervejeiro como um todo vem mostrando um crescimento significativo ao
redor do mundo, onde a cerveja é bebida alcodlica lider globalmente. Neste comércio, o Brasil
ocupa a 3° posicdo entre 0s paises fabricantes e entre 0os consumidores de cerveja (tabelas 1 e 2).

De acordo com o estudo da Credit Suisse e Statista, o brasileiro ingere, em média, seis
litros de cerveja por més. O gasto médio por semana € de R$ 46, totalizando R$ 184

mensalmente, o que representa 16% do custo do salario minimo nacional (Macedo, 2021).

Tabela 1. Principais paises produtores de cerveja em 2020

Pais Ranking de producéo Milhdes de hectolitros
China 1° 341
EUA 2° 211
Brasil 3° 151
Meéxico 40 107
Alemanha 50 87

Fonte: Barth Hass (2020)

Tabela 2. Principais paises consumidores de cerveja em 2021 (por volume total)

Pais Ranking de producéo Consumo mundial (%)
China 1° 27
EUA 2° 13
Brasil 3° 7
Russia 40 5
Alemanha 50 5

Fonte: Credit Suisse e Statista (2021)
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Um fator que tem estimulado o aumento do nimero de consumidores é o aumento da
disponibilidade de cervejas artesanais, que representou uma importante mudanga no mercado
nacional. Em 2020, o mercado artesanal representava 3% do comércio total de cerveja no pais
(Diério do Comércio, 2020).

Apesar da importancia do Brasil no mercado cervejeiro mundial e de sua rica
biodiversidade, o Brasil ainda € dependente de insumos importados. Este fato parece estar
lentamente sendo modificado, como resultado da crescente producdo de insumos cervejeiros
nacionais.

A procura por cevada € crescente, assim como a producdo cervejeira. Depois da agua, ela
é a matéria prima mais volumosa para a producdo de cerveja. De acordo com a Agéncia de
Noticias do Parand (ANP), o maior produtor nacional de cevada é o Parana, que em 2019 foi
responsavel por cerca de 60% do volume produzido no pais. Além disso, segundo a Associacao
Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil), o mercado brasileiro consome, em meédia, 1,5
milhdo de toneladas de malte de cevada todos os anos. Desse valor, a produgdo nacional é
responsavel por 335 mil toneladas, representando cerca de 22%. Para cumprir com a demanda,
importa-se cerca de 73% da Argentina e Uruguai, enquanto a Europa fornece 5%. Por conta
disso, o Brasil ocupa 0 11° lugar entre os maiores importadores de cevada do mundo. Em 2019 o
pais importou 1,09 milhdo de toneladas de malte, ficando em primeiro lugar entre 0os maiores
importadores mundiais de malte. A necessidade de importacdo ocorre principalmente por conta
de fatores climaticos, tendo como principais obstaculos na producdo as altas temperaturas e o
excesso de chuvas (ANP, 2020).

Em relacdo ao lGpulo, de acordo com um levantamento realizado pela Associacéo
Brasileira de Produtores de Lupulo (Aprolipulo), o Brasil tem cerca de 42 hectares cultivados, o
que representa um crescimento de 110% com relacdo ao ano de 2019, e a producdo total
aproximada gira em torno de 24 toneladas. Os principais estados produtores sdo Santa Catarina,
com 27% da producdo, seguido por Rio Grande do Sul (22%), Sdo Paulo (18%), Parana (7%),
Minas Gerais (6%) e Rio de Janeiro (5%) (Portal do Agronegdcio, 2021). Entretanto, o pais ainda
importa praticamente 100% do lupulo utilizado na producdo industrial de cerveja.

Outro insumo importante € o fermento, ingrediente responsavel pela fermentacdo que
ocorre no mosto, resultando na bebida final. Apesar de sua rica biodiversidade, o Brasil utiliza

fermentos comerciais importados.
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A caracteristica e personalidade da cerveja pode estar relacionada com as caracteristicas
dos insumos utilizados e dos aspectos tecnoldgicos. Em relacdo a eles, principalmente as
condi¢des climaticas, geograficas e do solo, podem conferir particularidades as matérias primas
que vao conferir caracteristicas distintas no produto.

Muito tem se experimentado em termos de ingredientes e misturas durante a fermentagéo
cervejeira nos ultimos anos. Variedades de lupulos e maltes, assim como a adicdo de frutas e
outros vegetais ao processo sdo frequentemente apresentadas em feiras e novos produtos
comercializados. Apesar de seu importante papel nas caracteristicas sensoriais do produto, pouco

tem se inovado em relacdo aos fermentos na producdo industrial.

1.5 Fermentos cervejeiros

As leveduras sdo organismos pertencentes ao dominio Eukarya e Reino Fungi,
geralmente unicelulares de tamanhos e formas variados. Geralmente se reproduzem
assexuadamente por brotamento, mas também podem crescer pela formacdo de pseudohifas e
hifas (Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011). Possuem um papel relevante na industria alimentar
devido as suas aplicacdes na panificacdo e na producéo alcodlica. Além disso, pelas propriedades
nutricionais destas células, como o teor de proteinas, minerais e vitaminas, especialmente as do
complexo B, elas sdo empregadas para o enriquecimento das dietas humanas e animais.

As principais leveduras utilizadas na industria cervejeira sdo do género Saccharomyces,
sendo as espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pastorianus (também conhecida
como S. Carlsbergensis) as mais utilizadas. S. pastorianus é o resultado de uma hibridizacao
entre Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces eubayanus (Libkind et. al, 2011).

De acordo com a levedura a ser utilizada na producao, originam-se dois estilos de cerveja:
Ale e Lager (figura 2). As cervejas conhecidas como Ale utilizam a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que possui grande tolerancia ao alcool, sendo capaz de produzir cervejas mais fortes.
Neste estilo a fermentacdo ocorre em temperaturas entre 15 e 25 °C, quando sdo utilizadas
temperaturas mais baixas a fermentacdo ocorre muito lentamente, o que resulta em menor
rendimento alcoolico. Ao final desse processo, produz uma fina camada de espuma cremosa nha

superficie do tanque, sendo conhecida como levedura de alta fermentacéo (Karabin et al., 2018).
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Figura 2. Tipos de cerveja de acordo com o método de fermentagcdo. Fonte:
https://www.papodebar.com/wp-content/uploads/2008/06/img-estacao-beerstypestree-1.jpg.

As cervejas lager utilizam a Saccharomyces pastorianus. Essa levedura apresenta um
perfil de fermentacdo mais suave em funcdo da menor tolerancia ao alcool. A fermentacao ocorre
em temperaturas entre 9 e 15 °C, produzindo estilos mais leves em termos de aromas da
fermentacao, como as cervejas Pilsen. Na maioria dos casos, ao final da fermentacdo as leveduras
concentram-se no fundo do fermentador e percebe-se pouca espuma na superficie, sendo por isso,

conhecida como levedura de baixa fermentacdo (Karabin et al., 2018).
1.5.1 Caracteristicas desejaveis dos fermentos cervejeiros

Atualmente, para uso industrial existe uma pequena diversidade de fermentos cervejeiros
quando comparado com a diversidade de estilos e marcas existentes. Entretanto, em sua quase
totalidade, estes sdo oriundos de outros paises, que nao o Brasil (Bonatto, 2021). Estes fermentos

normalmente sdo adaptados ou selecionados para desempenhar papéis especificos, que trazem
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vantagem comercial ou sensorial ao processo ou produto. Segundo Saini et al., (2018), entre estas
vantagens estéo:

- producdo de uma cerveja sensorialmente agradavel,

- velocidade do processo;

- resisténcia a pressdo osmotica elevada do mosto concentrado;

- capacidade de atenuacédo de diferentes mostos (ex.: trigo);

- resisténcia a elevadas concentra¢des de etanol ou lGpulo;

- alta capacidade de agregacdo, que facilita na separacéo das células do liquido final.

A cerveja é acida, com pH variando de pH 3,8 a 4.7, que é menor do que a maioria das
bactérias pode tolerar para crescimento. Alem disso, a alta concentracdo de dioxido de carbono
(aproximadamente 0,5% p/p) e o teor extremamente baixo de oxigénio (< 0,1 ppm) torna a
cerveja um meio anaerobico. A cerveja também contém compostos de lUpulo como isoacidos
(aproximadamente 17 a 55 ppm), que sdo toxicos, especialmente para bactérias Gram-positivas
(Sakamoto e Konings, 2003).

Os fermentos cervejeiros sdo submetidos a diversos estresses ambientais que influenciam
no resultado da fermentacdo. Da mesma forma, sua fisiologia deve favorecer as manobras
tecnoldgicas da producdo, ser rapidas na fermentagdo e conferir caracteristicas sensoriais
adequadas ao produto. Uma importante caracteristica dos fermentos cervejeiros € a capacidade de
metabolizacdo rapida do acUcar presente no mosto para a reducdo do custo operacional dos
tangues de fermentacdo, além de diminuir os riscos de contaminacgdo durante o processo (Vidgren
et al., 2010).

Uma vez que trata-se de um produto ja fermentado, a cerveja € um ambiente pobre e
bastante hostil para a maioria dos microrganismos. Sua concentracao de etanol nas cervejas mais
comercializadas estd em torno de em torno de 4 a 14,9% (p/p) (Amaro et al., 2009), mas existem
cervejas com concentracdes extremas de alcool, que podem atingir 70% (Clube do malte, 2021).

O etanol é um inibidor do crescimento das leveduras em concentracBes relativamente
baixas. Os fermentos cervejeiros mais utilizados normalmente sdo inibidos em concentracfes
superiores a 8 e 9% (vol/vol) de etanol (Stanley et al., 2009). Exposicdo a concentracdes

superiores a ideal podem resultar em reducdo da vitalidade, inibicdo da divisdo celular,
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diminuicdo do volume celular e taxa de crescimento e aumentam a morte celular dos fermentos
(Birch e Walker, 2000).

Para um melhor rendimento comercial, também ¢é interessante que a levedura apresente
uma floculagdo forte e completa durante o processo. A floculagdo do fermento consiste no
processo no qual as células se aderem para formar flocos que consistem em milhares de células.
Apos a formacdo, esses flocos rapidamente se separam do meio por sedimentacdo (leveduras
lager) ou subindo a superficie (leveduras ale). A capacidade de floculagdo pelas leveduras € de
consideravel importancia para a industria cervejeira, pois fornece uma maneira ecolégica, simples
e mais econdmica de separar as celulas de levedura no final da fermentacdo (Verstrepen et al.,
2003).

Existe uma necessidade do mercado por novos fermentos, que vdo cada vez mais de
encontro a estas caracteristicas tecnolégicas com o objetivo de aumentar a produtividade e lucros

NO Processo.

1.6 Cervejas produzidas com leveduras diferentes de Saccharomyces

Apesar do uso tradicional das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
pastorianus na producao de cervejas Ale e Lager, respectivamente, algumas leveduras selvagens
podem estar presentes nas etapas de producéao de cervejas. Normalmente, elas sdo conhecidas por
contaminar os estagios posteriores da producdo, principalmente nas etapas de preparacdo do
mosto, inoculacdo, fermentacdo e acondicionamento (Suiker e Wosten, 2022).

As principais leveduras selvagens encontradas na cerveja sdo Saccharomyces néo
cerevisae e Brettanomyces. A espécie Bretanomycces bruxellensis influencia a cerveja através da
producdo de &cido acético e compostos fendlicos altamente volateis, como 4-etil guaiacol e 4-
etilfenol, que gera um aroma indesejado de fumaca, enquanto Saccharomyces diastaticus €
responsavel por cerca de dois tercos da deterioracdo relacionada a producdo de cerveja artesanal
na Patagdnia Andina (Suiker e Wosten, 2022).

A deterioracdo da cerveja por S. diastaticus se manifesta por fermentacdo de carboidratos
residuais, incluindo dextrinas e amido, produzindo sabores fendlicos, turvacao e super atenuacao.
Isto leva a percentual de alcool aumentado, carbonatacéo excessiva e corpo enfraquecido (Suiker
e Wosten, 2022).
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Atualmente, existem diferentes tipos de cervejas de fermentacdo mista espontanea, sendo
a maioria ainda produzida na Bélgica por cervejarias tradicionais e especializadas, localizadas
perto do vale do rio Senne e na Payottenland, uma regido distinta dentro da provincia de Brabante
Flamengo proxima a Bruxelas. Considera-se que essas regifes abrigam a microbiologia
necessaria para sua fermentacéo.

As cervejas Lambic belgas sdo produzidas pela fermentacdo espontanea da fermentagéo
de agua, malte de cevada, trigo ndo maltado e lupulo seco em barris horizontais de carvalho ou
castanheiro. O processo misto de fermentacdo e maturacdo pode prosseguir por até trés anos e é
caracterizada por uma sucessdo microbiana de diferentes leveduras e espécies bacterianas, como
bactérias do &cido acético, bactérias &cido laticas e leveduras selvagens, como Brettanomyces
(Bossaert et. al, 2019).

As cervejas Lambic séo a base de alguns tipos de cerveja, como a gueuze, faro e Lambics
de frutas, entre as quais kriek € a mais popular. As cervejas faro sdo produzidas através de uma
mistura de cervejas Lambic leves e velhas suplementadas com agucar de rocha, que € um tipo de
confeccdo composta por cristais de aclcar relativamente grandes. A producéo da cerveja gueuze
consiste na utilizacdo de uma cerveja Lambic jovem de maturacdo de aproximadamente um ano
com carboidratos residuais de dextrina misturada com cerveja Lambic velha (normalmente de
trés anos), que contém a microbiota que pode converter os carboidratos de dextrina em
carboidratos fermentaveis mais simples (Verachtert e Iserentante, 1995 apud). Ja as cervejas
kriek sdo produzidas através da refermentacdo de cerveja Lambic jovem com cerejas azedas
inteiras em barris. O envelhecimento pode durar mais de dez anos e, portanto, significa um
investimento da cervejaria em produtos e espaco. No entanto, ndo esta claro em que medida o
processo de envelhecimento de longa duracdo contribui para a qualidade do sabor de cervejas
gueuze (Spitaels et al., 2014). O sabor das cervejas gueuze ¢ um pouco diferente do sabor da
maioria das cervejas, devido as altas concentracGes de acidos organicos (principalmente acido

latico) que criam uma acidez profunda (Van Oevelen et al., 1976 apud).

1.7 Tecnologia da producéo de cerveja

A fabricacé@o de cerveja consiste basicamente na converséo da fonte de amido em mosto,

que é um liquido agucarado, e este é fermentado por leveduras para a producdo de etanol. Para
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isso, a producdo de cerveja € estabelecida em diversas etapas, que vao desde a preparacdo dos
ingredientes até a embalagem, sendo elas: maltagem, brassagem, filtragdo, fervura, resfriamento,
fermentacdo, maturacao e envase.

Para que a cevada possa ser utilizada, ela precisa passar pelo processo de malteacdo, a fim
de que seu sistema enzimatico possa transformar o amido em agUcares fermentaveis, 0s quais sdo
necessarios para a producdo da cerveja (Kunze, 2006). Neste sentido, o principal objetivo do
processo de malteacdo é diminuir as B-glucanas presentes nas paredes celulares e diminuir
algumas proteinas insoltveis que dificultam o acesso das enzimas aos granulos de amido (Hughes
e Baxter, 2001). No processo de malteacdo, ocorre a producdo e ativacdo de enzimas capazes de
quebrar as cadeias de amidos e proteinas do grao, fornecendo substrato soltvel e aminoacidos, 0s
quais sdo indispensaveis para a posterior producao de cerveja (Tancredo, 2015). O processo de
malteacdo € dividido em quatro etapas principais: limpeza, classificacdo e armazenamento de
cereais, maceragao, germinacao e secagem.

A cevada que chega as fabricas de malte geralmente contém muitas impurezas, que
precisam ser removidas antes do processamento, como fragmentos de palha, poeira, pequenas
pedras e pedagos de madeira. Para garantir a qualidade do malte homogéneo, € importante
garantir o uso de cevada homogénea e limpa como matéria-prima. Portanto, quando a cevada
chega a maltaria, ela é limpa e classificada. Como exemplo de classificacdo, os grdos grandes e
de barriga grossa contém mais amido do que os grdos pequenos e finos. Os grdos pequenos
absorvem agua mais rapido do que os grdos maiores. Isso causaria tempos de germinacdo muito
diferentes para grdos diferentes e resultaria em malte de qualidade inferior (por exemplo, malte

heterogéneo). Portanto, a cevada é classificada em trés frac6es diferentes (Portaria n® 691, 1996):

° fracdo 1: cevada de primeiro grau ou prumo (> 2,5 mm de didmetro);
° fracdo 2: cevada de segundo grau (<2,5 mm e> 2,2 mm);
° fracdo 3: Peneiras (<2,2 mm)

Na maceracdo, espera-se que 0 grao alcance igual teor de dgua para dar inicio a ativacao
do metabolismo. Portanto, consiste na umidificacdo dos grdos com objetivo de fornecer agua ao
embrido para gue sua umidade seja aumentada de 35,0 a 45,0% para iniciar a germinacéo, além
do fornecimento de oxigénio visando suprir a necessidade dos grdos e estimular o

desenvolvimento do embrido (Porto, 2011; Pinheiro, 2016).
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A etapa de germinacdo inicia-se apds a maceracdo, onde o embrido utiliza amido como
fonte de alimento. Nesta etapa, objetiva-se 0 enriquecimento enzimético, aliado as
transformacgdes das substancias de reserva. Assim, as transformagdes bioquimicas necessarias
para a modificagdo do gréo ocorrerdo na etapa da germinacdo controlada, pois, com a absor¢édo de
agua, o metabolismo sera induzido e havera a ativacdo e a formacao de varias enzimas como as
glucanases, amilases, parte das hemicelulases, lipases e proteases (Kuntz & Bamforth, 2007). A
tabela 3 mostra as principais enzimas de importancia na brassagem, bem como suas temperaturas

de ac&o e inativagéo.

Tabela 3. Enzimas envolvidas no processo de mosturacao e suas condi¢Oes ideais de atividade.

Enzima Atuacéo pH Temperatura (°C)

Hemicelulase Decomposicao da 45a4,7 40 a 45
hemicelulose para glucanos
de baixa e média massa
molar

Exo-peptidase | Decomposicdo das proteinas 5,2a8,2 40 a50
de alta e média massa molar

Endo-peptidase | Decomposicdo das proteinas
para produtos intermediarios 5,0 50 a 60
de alta e média massa molar

Dextrinase Desagregacdo do amido para 51 55 a 60
maltose e maltotriose pela
desagregacédo das ligacOes
alfa 1-6

B-amilase Desagregacdo do amido para 54ab5,6 60 a 65
maltose pela desagregacéo
das ligacdes beta 1-4

a-amilase Decomposicado do amido 5,6a5,8 70a75
para dextrinas inferiores
pela desagregacdo das
ligacOes alfa 1-4

Fonte: Malting and Brewing Science, 1982.
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Para que atuem perfeitamente, essas enzimas precisam de fatores fisico-quimicos
especificos, como a temperatura, acidez do meio, tempo, constituicdo do malte moido, além da
presenca de agua no meio (Venturini-Filho, 2010).

Por fim, ocorre a secagem, que € responsavel por encerrar 0S processos quimicos e
bioldgicos, formando aroma, sabor e cor caracteristica do malte (Barros, 2016). Quanto maior a
intensidade da secagem maior serd a intensidade da cor final do malte.

O preparo do mosto, que é o liquido obtido do malte de cevada (composto de
carboidratos, acucares simples, proteinas, aminoacidos e sais minerais) apresenta uma série de
etapas, que sdo semelhantes tanto na producdo industrial quanto na artesanal da cerveja. As
etapas da producéo de cerveja estdo relacionadas abaixo:

- Moagem do malte;

- Mosturacao;

- Filtracdo;

- Fervura do mosto e lupulagem;

- Resfriamento do mosto;

- Adicéo de fermento;

- Primeira fermentacéo;

- Segunda fermentacdo ou maturacéo;
- Decantacéo e filtragem;

- Envase;

- Pasteurizagéo

E pela da moagem do malte que se inicia 0 processo de producdo de cerveja, no qual o
malte é colocado sob acdo de moinhos de martelo ou de rolo (Santos, 2005). Tem como objetivo
principal a exposicdo do endosperma do grao, facilitando a hidrélise do amido devido a maior
superficie de contato com as enzimas do malte no processo de mosturacdo (Bortoli et. al, 2013).
E responsavel por determinar a velocidade das transformacdes fisico-quimicas, o tempo de
filtracdo do mosto, a acdo das enzimas, além do rendimento do processo.

Apos todo o tratamento do malte, ocorre a etapa de brassagem, processo que visa a

hidrolise de amido e de proteinas contidas nos graos. Esse processo ocorre em ambiente imido



34

com &gua aquecida em diferentes temperaturas que vao ativar as enzimas presentes nos grdos que
promovem a quebra das substancias complexas e insoluveis (Santos, 2005).

A ultima etapa da brassagem ¢ chamada de “mash out” ou inativacdo térmica, onde a
temperatura é elevada para a 75 a 78 °C de modo a inativar as enzimas que fazem parte do
processo, interrompendo sua agéo futura.

A recirculagdo é importante na remocao dos residuos dos graos e sémola (p6 derivado da
maceracdo dos grdos) e € realizada utilizando a prépria casca das sementes como material
filtrante no fundo da panela, que ajuda a clarificar o mosto (Barros, 2016).

Depois de passar por essa etapa, 0 mosto é aquecido na caldeira de fervura até a ebuli¢do
(100 °C) para que se obtenha sua estabilizagdo, de modo a continuar extraindo os agucares
presentes no bagaco na panela de filtragdo. Esse processo inativa as enzimas, coagula e precipita
as proteinas, principalmente a proteina Z e a proteina de transferéncia de lipidios (Lu,
Bergenstahl e Nilsson, 2020), auxiliando na obtencdo de um mosto mais cristalino. E nesta etapa
que adiciona-se o lapulo e outros aditivos sacarineos como caramelo, aglcar, mel, extratos
vegetais, entre outros (Junior, Vieira e Ferreira, 2009). Desta forma, a maior quantidade de
acucares € extraida antes que o bagaco seja descartado do processo, podendo ser utilizado como
racdo animal.

O resfriamento tem como objetivo separar o material so6lido em suspensdo no mosto e
resfria-lo até uma temperatura média de 10 °C para que se inicie a fermentacdo, além de aerar
0 mosto de maneira esteril e com um conteldo correto de oxigénio (Tschope, 2001). Esse
resfriamento também é importante para que o fermento continue viavel apds o inoculo.

ApoOs 0 mosto estar resfriado, adiciona-se a levedura para iniciar a fermentacdo, que é o
processo de biotransformacdo do mosto em cerveja. O fermento esta disponivel no mercado na
forma liquida ou seca, cada uma possuindo suas vantagens e desvantagens. O fermento seco é
mais econdmico e mais pratico por ter mais células por gramas e maior densidade celular, além
de ter maior durabilidade (2 a 3 anos). Ja o fermento liquido possui a maior variedade disponivel
no mercado. Por outro lado, sdo mais caros, exigem que um starter seja feito, pois apresentam
baixa contagem no namero de células e tem um prazo de validade menor, entre 60 a 90 dias.

A etapa inicial de fermentacdo do mosto, denominada fermentacdo primaria ou principal,
é a fase de maior atividade metabdlica da levedura, ja que é uma fase aerdbia na qual as leveduras

aumentam a quantidade de células de duas a seis vezes. Durante esse processo, quase todo o
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extrato fermentescivel € convertido em alcool e gés carbdnico, além de algumas reagdes que
resultam na formacdo de subprodutos (ésteres, alcoois superiores e outros) que exercem um
importante efeito no sabor da cerveja. A temperatura do processo varia de acordo com o tipo de
levedura a ser utilizado, sendo que as leveduras ale fermentam em temperaturas mais altas entre
18 e 22°C e as lager em temperaturas mais baixas, entre 7 a 15 °C (Silva, 2005).

O resultado da fermentagdo primaria ¢ uma cerveja denominada “cerveja verde” que

precisa passar por outro processo fermentativo mais lento, chamado de maturacdo ou fermentacao
secundaria. Esse processo ocorre em temperatura baixa, entre 0 e 3 °C e pode levar semanas ou
até mesmo meses, dependendo do tipo de cerveja que esta sendo feita (Cereda, 1983).
Segundo Dragone e Almeida e Silva (2010), a maturacao ou fermentacdo secundaria tem como
objetivo principal estabilizar o diacetil, composto formado na fermentagcdo primaria, iniciar a
clarificacdo da cerveja pela sedimentacdo de células de leveduras e proteinas, propiciar a
carbonatacdo e melhorar o odor e sabor da cerveja, pela reducdo de diacetil, acetaldeido e acido
sulfidrico.

Antes de seguir para a etapa de envase, a cerveja € decantada para separar 0s sedimentos
restantes do processo e em seguida realiza-se a filtragem, que visa remover as impurezas que nao
decantam (Aquarone et al., 1993). A filtracdo da cerveja tem como objetivo eliminar a turvacao
que persiste apos o0 processo de maturacdo através da separacdo do bagaco de malte do mosto
liquido, levando-se em conta o0s aspectos qualitativos (mosto limpido, com baixa
turbidez) e econémicos, ou seja, obtencdo do maximo de extrato e rapidez de operacéo.
O bagaco de malte, separado nesta operacdo, pode ser utilizado para a fabricacdo de
racdo animal ou, quando acrescido de outros componentes, como leveduras, depositos
protéicos e residuos de cereais, utiliza-se na melhoria de alimentos para consumo humano
por seu valor nutritivo e teor em fibras (Junior, Vieira e Ferreira, 2009).

A gaseificacdo ou carbonatacdo é um processo fisico-quimico que consiste na reacdo do
dioxido de carbono com a cerveja. O processo confere propriedades sensoriais importantes ao
produto, além de contribuir para sua conservacao, em fun¢édo da producdo de acido carbbnico na
bebida, que ajuda na sua conservacao.

Ainda que ocorra durante toda a etapa da fermentacdo, esta etapa apresenta diferentes
modos de aplicacdo, que visam garantir concentracdes desejaveis do gas e acidez no produto

final. Assim, ao final do processo, o diéxido de carbono pode ficar naturalmente aprisionado na
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garrafa, que para melhorar a eficiéncia recebe uma adicdo extra agucar. Este método € chamado
priming. Ele resulta em uma bebida com uma gaseificagdo mais suave. Outro tipo de
carbonatacdo é a chamada forcada, onde o CO; é injetado no liquido, cuja dissolucdo deste,
principalmente em baixas temperaturas, resulta em uma gaseificagdo geralmente mais intensa.

A etapa de maturacdo ou armazenamento a 0 °C, durante semanas, permite a precipitacéo
de proteinas instaveis, leveduras e resinas.

A filtracdo da bebida final tem como objetivo clarificar a cerveja, de modo que fique mais
atraente ao consumidor e mantenha suas caracteristicas sensoriais por mais tempo. Ela pode ser
realizada com o uso de filtros sintéticos ou naturais, sendo neste Ultimo caso usada a terra de
diatomacea. Esta é obtida de exoesqueleto fossilizado de algas diatomaceas unicelulares
revestidas com uma camada de silica. O limite de células residuais de leveduras apoés a filtracao
deve ser menor que 10/100mL de cerveja (Junior, Vieira e Ferreira, 2009).

Na etapa de envase a bebida é acondicionada em embalagens que mantém suas
propriedades sensoriais, fisico-quimicas e microbiologicas até o consumo. Atualmente utiliza-se
principalmente as garrafas de vidro ou plastico, barris ou latas. Cada tipo de embalagem exige um
maquinario especifico para seu enchimento em uma planta industrial de forma a garantir a
seguranca e qualidade do processo.

Apos todas essas etapas, a cerveja € acondicionada em latas e garrafas e segue para o
tratamento térmico de pasteurizacdo. A pasteurizacdo é realizada elevando-se a temperatura da
cerveja a 60 °C, seguido de um répido resfriamento até 4 °C (Buzrul, 2007). O produto
pasteurizado apresenta maior estabilidade e durabilidade sua vida Util chega a seis meses em
funcdo da eliminacdo de microrganismos (Santos, 2005). As etapas de todo o0 processo estdo

apresentadas na figura 3.
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Figura 3. Fluxograma das etapas de producéo de cerveja e seus reservatorios tipico na inddstria.
Fonte: Analise de desperdicios: um estudo de caso em uma empresa de cervejas artesanais, 2021.

1.8 Producéo de cervejas acidas

Cervejas acidas sao aquelas que apresentam um sabor acido intencionalmente introduzido,
como resultado de processos tecnologicos, como o uso de fermentos adicionais. Neste caso, as
tradicionais leveduras cervejeiras exercem seu papel primario, que é apoiada por outras leveduras
ou bactérias (Li e Liu, 2015). Esta fermentacdo adicional pode resultar da inoculacdo de
fermentos adjuntos ou de uma fermentacao espontanea.

Existem diferentes técnicas para a producdo de uma cerveja acida (sour beer), como é
demonstrado na figura 4. Uma delas é o wort souring, que € o processo de acidificacdo realizado
por bactérias &cido laticas, que ocorre antes da fermentacdo alcoodlica, produzindo uma
quantidade significativa de acido latico. Esse método é vantajoso devido ao fato de ser rapido.
Um outro método é o de maturacdo, que ocorre em sour beer em barris de madeira por meses ou
até anos (Dysvik et al., 2020Db).

Além do wort souring, existem outros métodos para acidificacdo do mosto, como o kettle
souring, que é um método em que a acidificacdo ocorre na panela de fervura antes da
pasteurizacdo. Uma vez que todo o mosto estiver na panela de fervura, ele sera resfriado entre 37
e 46 °C, o que varia de acordo com a estirpe de lactobacilos que esta sendo utilizada. Apos
alcancar a temperatura apropriada, a estirpe é inoculada no mosto na panela de fervura. Neste

método, o lupulo ndo deve ser adicionado antes do indculo dos lactobacilos, visto que este
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ingrediente apresenta propriedades antimicrobianas. O recipiente deve ser mantido na
temperatura desejada por até 5 dias, variando de acordo com a estirpe fermentadora e o nivel de
acidez desejado. Este método é vantajoso pois permite a inoculacdo do fermento sem o risco da
contaminag&o por lactobacilos apos a fervura (Dysvik et al., 2020b).

O método de acidificacdo no fermentador primario ocorre antes da adicdo de outras
leveduras e sua vantagem estd na capacidade de produzir cervejas com niveis de acidez mais
complexos. O processo € similar ao do método kettle souring, porém o mosto nunca €
pasteurizado ap6s ter sido acidificado. Portanto, apds a fervura, a cerveja é refrigerada até a
temperatura ideal para a estirpe de lactobacilos. Ao atingir a temperatura entre 32 a 46 °C, o
mosto é transvasado para o fermentador priméario onde o fermento (lactobacilos) sera diretamente
adicionado. A bactéria fica incubada entre 1 a 3 dias, sem adicéo de leveduras, até que o nivel de
acidez desejada seja alcancado. Apoés atingir esse nivel, o fermentador sera resfriado até a
temperatura desejada para que a levedura possa realizar a fermentacdo priméria (Dysvik et al.,
2020b).

Em cervejas, como as Lambic, uma tipica cerveja &cida de origem belga, o processo de
fermentacdo é natural, ou seja: 0s microrganismos ndo sao inoculados, mas derivam do ambiente,
ocorre por uma sequéncia de eventos dominados por diferentes grupos microbianos. Esta sdo

baseados em 4 fases, quando analisados por métodos dependentes de cultivo:

(1) o inicio é caracterizado pela fermentacdo de enterobactérias e leveduras selvagens (oxidativas)
e um crescimento limitado de bactérias acéticas.

(ii) A fase de producdo de alcool é dominada principalmente pela fermentacdo produzida por S.
cerevisiae ou S. pastorianus;

(iii) Uma fase de acidificacdo realizada por bactérias laticas como Pediococcus damnosus ou
Lactobacillus brevis;

(iv) fase de maturacéo realizada normalmente por P. damnosus e Brettanomyces bruxellensis.
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Figura 4. Técnicas de producdo de sour beer. (A) Processo de producdo tradicional com
fermentacdo espontanea. (B) Pré-fermentacdo com BAL, seguida de fermentacdo com levedura.
(C) Co-fermentacdo com levedura e BAL. (D) Fermentacdo secundaria com BAL com

carboidratos derivados da madeira como substrato. Adaptado de: Microbial Dynamics in Traditional and
Modern Sour Beer Production, 2020.

1.9 Fermentos cervejeiros bacterianos

Apesar do tradicional uso das leveduras na producdo de cerveja, outros microrganismos
também podem ser utilizados no processo, como as bactérias laticas, bactérias acéticas e
enterobactérias, que podem participar em uma etapa da fermentacéo.

As bactérias do &cido latico (BAL) sdo um grupo heterogéneo de bactérias que
desempenham um papel significativo em uma variedade de processos de fermentacdo. Sdo
classificadas em dois grandes grupos: homofermentativas, que tem como principal produto o
acido latico a partir da fermentacdo da glicose e as heterofermentativas, que além de produzirem
acido latico, ainda produzem dioxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil
(Narvhus e Axelsson, 2003).

Estas bactérias sdo a principal fonte de acido lactico em alimentos fermentados como
iogurte, chucrute, picles, sourdough e cervejas acidas, além de que, a degradacdo de proteinas e
lipidios e producdo de varios alcoois, aldeidos, &cidos, ésteres e compostos de enxofre

contribuem para o sabor, odor, cor e textura em diferentes produtos alimenticios fermentados
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(Bintsis, 2018). Também podem produzir substancias antimicrobianas, incluindo bacteriocinas
que tém a capacidade de inibir patdgenos de alimentos (Zacharof e Lovitt, 2012).

Lactobacillus e Pediococcus representam dois géneros de BAL que sdo fortemente
associados a producgdo de &cido latico em cerveja &cida, embora outras BAL (Oenococcus spp.,
Leuconostoc spp., Lactococcus spp.) também foram isolados de cerveja &cida (Bokulich e
Bamforth, 2013). Porém, as espécies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis e
Lactobacillus delbrueckii sdo as mais importantes na producdo (Simpson, 1993). Espécies do
género Lactobacillus spp. podem diminuir o pH da cerveja acida para aproximadamente 3,3-3,4
(Peyer et. al, 2017). As cepas de lactobacilos sdo geralmente sensiveis ao lupulo, embora ocorra

variagdo (Sakamoto e Konings, 2003).

1.9.1 O papel das BAL na producéo de cerveja

Em relacdo as demais bactérias laticas, os lactobacilos apresentam vantagem de uso na
acidificacdo de cervejas pela sua rapida producéo de acido latico e baixa producdo de metabdlitos
que podem resultar em caracteristicas sensoriais indesejaveis, como a dextrana que aumenta
viscosidade. Além disso, a maioria das estirpes apresenta sensibilidade ao etanol e lapulo,
presentes na fase final de producdo da bebida, que limitam ou impedem a multiplicacdo das
bactérias laticas na bebida final.

Os resultados sensoriais da multiplicacdo de bactérias laticas em cervejas &cidas é
normalmente limitado a acidificacdo do mosto, onde os acidos organicos sdo os mais influentes,
como o acido latico. Também sdo importantes 0s ésteres, como o etil acetato e alcoois superiores,
aldeidos, cetonas, componentes fendlicos e heterociclicos (Salmeron et al., 2009). Entretanto,
devemos considerar que bactérias laticas deterioradoras apresentam resisténcia a estes compostos

em concentragdes normalmente encontradas no produto final (Hieronymus, 2012).
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1.9.2 Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis é uma espécie heterofermentativa obrigatoria que apresenta 6timo
crescimento a 30 °C e pH entre 4 e 5. Devido a isso, ela pode causar diversos problemas no
produto final, como por exemplo a “super atenuacdo” devido a sua capacidade de fermentar
dextrinas e amido (Priest, 1996; Vaughan et al., 2005).

Para a producdo de ATP, essa espécie utiliza citrato, piruvato, malato, arginina e tirosina
da cerveja como substrato (Suzuki et al., 2006). Além disso, algumas cepas apresentam
resisténcia as substancias amargas do lapulo, dentre elas as isohumulonas (iso a-acidos), o que
possibilita sua multiplicacdo na cerveja (Sakamoto et al., 2001).

Devido a essa resisténcia, Lactobacillus brevis é considerado a espécie mais tolerante ao
lupulo de todos os lactobacilos. Essa propriedade é conferida por uma proteina transportadora
codificada por plasmideo HorA e um transportador multidrogas ORF5, que permitem o transporte
de compostos antimicrobianos de lupulo para fora do citoplasma. Dessa forma, Lactobacillus
brevis, além de participar no processo de producéo intencional, é a bactéria de deterioracdo de
cerveja mais comumente encontrada em cervejarias produtoras de cervejas ndo acidas (Sakamoto
et al., 2001).

As espécies de BAL tém a capacidade de produzir metabdlitos organolépticamente ativos
além do acido latico em bebidas a base de malte de cevada. Esses metabolitos incluem outros
acidos organicos, como acido acético, acido férmico, ésteres como acetato de etila e uma ampla
gama de alcoois superiores, aldeidos, cetonas, fendlicos e compostos heterociclicos (Dysvik et
al., 2019).

1.9.3 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum coloniza naturalmente o trato gastrointestinal de humanos,
possui propriedades probidticas (Axling et al., 2020) e algumas subespécies sao produtoras de
(GABA), um neurotransmissor inibitorio na regido central do sistema nervoso de mamiferos que
possui multiplas fungdes fisiologicas e propriedades anti-hipertensivas, diuréticas e de

relaxamento (Zhang et al., 2020).
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Lactobacillus plantarum é uma espécie de bactéria acido latica heterofermentativa
facultativa frequentemente utilizada na produgdo de laticinios, como queijos, kefir e iogurte
(Todorov e Franco, 2010). Sua versatilidade fisioldgica e producdo de compostos de interesse
oferecem varias propriedades benéficas para os seres humanos (Seddik et al., 2017). Tem a
alegacdo de status de seguranca do European Food Safety Authority-(EFSA) e um titulo de
Amplamente Reconhecido como Seguro (GRAS) da Food and Drug Administration dos EUA
(Gao et al., 2020).

1.10 Legislagéo de acesso a patriménio genético

O mercado de cervejas acidas no Brasil vem ganhando cada vez mais forca,
principalmente apds o lancamento da cerveja Catharina Sour, que é produzida por cervejarias
catarinenses. A cerveja € baseada na Berliner Weisse, que é uma “denominagdo de origem
controlada”, ou seja, por lei, so as cervejas fabricadas em Berlim podem ser assim denominadas.
A Catharina Sour foi o primeiro estilo de cerveja a ser reconhecido como brasileiro pelo Beer
Judge Certification Program (BJCP).

O interesse dos consumidores por cervejas acidas nos ultimos anos tem levado a crescente
necessidade de inovacOes tecnoldgicas nesta area. Entre elas, o desenvolvimento de novos
fermentos e metodologias de producédo, que assim como para os fermentos classicos, aumentem a
produtividade e diversidade de sabores. Atualmente a comercializacdo de bactérias laticas como
fermento cervejeiro, bem como sua caracterizacdo quanto a resisténcia as condi¢cdes de producao
é extremamente limitada.

Ao isolar um microrganismo do Brasil, este deve ser considerado propriedade do
patriménio genético (PG) nacional, que é conceituado como informacdo de origem genética de
espécies vegetais, animais, microbianas ou espécies de outra natureza, incluindo substancias
oriundas do metabolismo destes seres vivos. Atualmente, para que o pesquisador possa registrar a
descoberta de novos fermentos cervejeiros, ele precisa agir de acordo com o Sistema Nacional de
Gestdo de Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (Sisgen) que tém
como objetivo principal de ajudar o Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético (CGen) na

gestdo de patrim6nio genético e do conhecimento tradicional associado. Todo pesquisador que
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coordena pesquisas envolvendo patrimbnio genético brasileiro e/ou conhecimento tradicional
deve se cadastrar no Sisgen de acordo com a Lei n°® 13.123 de 2015 (Brasil, 2015).

O SisGen foi instaurado pelo Decreto n°® 8.772, que regulamenta a Lei n° 13.123. Como uma
ferramenta online, é administrado pela Secretaria Executiva do CGen e proporciona ao Usuario

fungdes como (Brasil, 2016):

> Cadastrar acesso ao patrimdnio genético ou ao conhecimento tradicional associado;

> Cadastrar envio de amostra que contenha patriménio genético para a prestacdo de servicos
no exterior;

> Cadastrar remessa de amostra de patrimonio genético;

> Notificar produto acabado ou material reprodutivo;

> Solicitar autorizagdo de acesso ao patriménio genético ou ao conhecimento tradicional

associado e de remessa ao exterior com anuéncias do Conselho de Defesa Nacional e do

Comando da Marinha;

> Solicitar credenciamento de instituicbes mantenedoras das colecbes ex situ que

contenham amostras de patrimdnio genético;

> Obter comprovantes de cadastros de acesso, cadastros de remessa e de notificacoes;
> Obter certiddes do procedimento administrativo de verificacao; e
> Solicitar atestados de regularidade de acesso.

O objetivo dessa lei € promover o uso sustentdvel dos recursos genéticos da
biodiversidade e suscitar o interesse das empresas para 0 uso e regularizacdo de suas atividades,
por meio de um sistema autodeclaratdrio de cadastro das atividades que utilizam a biodiversidade

brasileira.
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2 JUSTIFICATIVA

No crescente mercado cervejeiro mundial, o Brasil ocupa uma posicao de destaque, tanto
como produtor quanto consumidor. Entretanto, seu papel como produtor de insumos para o este
mercado permanece pequeno, ou praticamente nulo, no que se refere ao lGpulo e principalmente
aos fermentos. Em relacdo a producédo de cerveja, o Brasil segue os padrdes mundiais em termos
de caracteristicas, ndo tendo ainda desenvolvido um estilo proprio de impacto comercial
significativo e mundialmente reconhecido. Este fato contrasta com a rica biodiversidade
brasileira, que é destaque em quase todos os aspectos biotecnoldgicos. Outro fator importante é a
crescente busca dos consumidores por novas caracteristicas sensoriais. Neste sentido, entendendo
a necessidade de inovacdo no processo, existe atualmente a busca por outros fermentos
alternativos, que permitam a implantacdo de uma identidade sensorial a cerveja brasileira.

A equipe do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do IMPG vem trabalhando no
desenvolvimento de fermentos cervejeiros isolados em territorio nacional. O objetivo desta linha
de pesquisa & buscar uma identidade na cerveja produzida no Brasil e valorizar sua
biodiversidade. O importante papel que o Brasil desempenha no mercado mundial como produtor
e consumidor de cerveja ndo condiz com sua dependéncia por insumos importados,
principalmente o fermento, apesar da caracteristica biodiversidade do pais. Uma linha de
pesquisa no desenvolvimento de uma levedura cervejeira ja esta em desenvolvimento e avancada
no laboratério. Com o crescimento do interesse dos consumidores por cervejas especiais e do
aumento nas vendas de cervejas especiais, esta € uma oportunidade para iniciar a prospecgdo por
fermentos laticos cervejeiros.

Sabendo que a cerveja Catharina Sour foi reconhecida como estilo de cerveja brasileiro
pela BJCP, torna-se interessante a busca por novos fermentos que possam ser aplicados na desse
estilo de cerveja. Desta forma, o presente estudo buscou a aplicacdo de bactérias acido laticas

como fermentos adjuntos para cervejas acidas.
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3 OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo avaliar o uso de bactérias laticas previamente isoladas e de

colecdo de culturas como fermentos adjuntos para a producdo de cervejas acidas.

3.1 Objetivos especificos

° Avaliar a capacidade das bactérias laticas de acidificacdo do mosto cervejeiro;
° Verificar a resisténcia das bactérias ao etanol;
° Verificar a capacidade das bactérias laticas estudadas em se multiplicarem no mosto com

diferentes concentracdes de lGpulo;
° Verificar a capacidade das bactérias laticas em participar de co-cultivo com leveduras em

mosto cervejeiro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Origem das estirpes

Foram utilizadas as seguintes estirpes de bactérias laticas, todas pertencentes a colecao de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFRJ.
- Lactobacillus plantarum LPO1 - isolado de alimento
- Enterococcus faecium estirpe E86 - isolado de alimento
- Lactococcus lactis 61- isolado de alimento;

- Lactobacillus brevis - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
00221;

- Lactobacillus delbrueckii - Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) 3744,

Lactobacillus sakei - Spanish Type Culture Collection (CECT) 906;

Lactobacillus rhamnosus GG - American Type Culture Collection 53103;

Saccharomyces cerevisae US0-05 - FERMENTIS USA

4.2 Manutencdo e ativacao das estirpes

Foram utilizadas estirpes descritas no item anterior. As estirpes estocadas congeladas de
bactérias acido-laticas foram ativadas em caldo MRS - de Man, Rogosa and Sharpe (Himedia,
india) por 48h a 30 °C. A estirpe de Saccharomyces cerevisiae US-05 foi ativada em caldo
formulado para levedura glicose-maltose - GYMP 2% por 24h em 25 °C segundo Lodder (1952).
A partir deste cultivo, as estirpes de bactérias acido laticas foram inoculadas na superficie de agar
MRS, incubadas em anaerobiose nas mesmas condicdes de tempo e temperatura. A estirpe de
Saccharomyces cerevisiae US-05 foi inoculada em dgar GYMP por 24h em 25 °C.

Das colbdnias de bactérias acido laticas isoladas, foram preparados estoques mantidos em
agar MRS inclinado. A estirpe de Saccharomyces cerevisiae US-05 foi mantida em estoque em
agar GYMP inclinado. Todos os estoques foram mantidos sob refrigeracdo e substituidos a cada

trés meses.
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A estirpe Lactobacillus brevis 00221 foi utilizada como estirpe controle do estudo.
4.3 Contagem de Saccharomyces cerevisiae US-05 para in6culo

Para determinar o indculo inicial da levedura em mosto, a contagem de células foi
realizada por microscopia éptica em cdmara de Neubauer, contando os quatro quadrantes internos
aplicando-se ao final a formula para obter o nimero total de células determinada por Phelan e
Lawler, (2001).

n° de célulassrmL = n° total de células x fator de diluicdo x 10.000
4.4 Preparo do mosto

Como mosto foi utilizado o extrato de malte (Maltesséncia, Florianopolis) diluido em
agua destilada estéril a 16%, conforme a instru¢do do fabricante. A concentragdo de agucares
presentes em 1 Kg de extrato de malte corresponde a concentracdo encontrada em 1,6 Kg de
malte em grdo. O mosto foi autoclavado a 121 °C por oito minutos e utilizado como meio para as
fermentacdes.

Para o0 preparo do mosto lupulado, o mosto foi adicionado de extrato de lupulo
(Prodooze, Sdo Paulo) nas proporcdes de de 2,5, 5 e 7,5% (vol/vol) de iso-a-acidos. O pH inicial

do mosto foi ajustado para 5,2 com hidroxido de sodio, quando necessario.

4.5 Preparo do in6culo para os testes de fermentacéo

As BAL foram propagadas em agar MRS por 48h em microaerofilia & 30 °C. Apds este
periodo, uma suspenséo foi realizada em solucéo salina 0,85% (p/v) equivalente a escala 0,5 de

Mcfarland (1,5 x 10° UFC/mL). Esta suspensdo foi utilizada para indculo nos testes a seguir.
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4.6 Capacidade de acidificagdo do mosto cervejeiro

Para avaliar a sua capacidade de acidificacdo e consequente atenuacdo do mosto
cervejeiro, 100uL da suspensdo bacteriana foram inoculados em 10mL de mosto 16% (p/p)
contendo 0 ou 2% de glicose ou sacarose (p/vol).

Os tubos foram incubados a 30 °C por 48 horas. Durante a incubagdo foram coletadas
amostras para a contagem de células vidveis, determinacdo do pH e densidade do mosto por

refratometria.

4.7 Avaliacdo da Graduacéo alcodlica

Foi realizada conforme descrito por Papazian (1991), que utiliza os dados de atenuacao do

mosto durante a fermentacéo.

ABV = 131,25 (OG — FG)
Onde: ABV: alcool por volume; OG: Densidade inicial; FG: Densidade final

4.8 Avaliacéo do pH

Para determinar o pH dos mostos inoculados com bactérias acido laticas, foi utilizado
phmetro de bolso (Kasvi, China). Os tubos foram incubados a 30 °C por 48h e destes foram

retiradas aliquotas para verificacdo do pH a cada 24h.

4.9 Resisténcia ao lapulo

O teste de resisténcia ao lupulo foi realizado conforme a metodologia descrita por Behr,
Ganzle e Vogel, 2006. Os mostos foram adicionados de 0, 2,5, 5 e 7,5% de iso-a-acidos. Tubos
contendo 10mL de mosto foram inoculados com 100uL da suspensdo em salina foi transferida
para tubos contendo 10 mL de mosto e incubados a 30 °C durante 48 horas. A resisténcia ao
lupulo foi considerada pelo crescimento da estirpe. A contagem dos microrganismos foi realizada

a cada 24 horas durante a incubacao.
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4.10 Resisténcia ao etanol

O teste de resisténcia ao etanol foi realizado conforme a metodologia descrita por Jin et.
al, 2022. As estirpes foram propagadas em meio de extrato de malte e incubadas a 30 °C por 48
horas. O meio foi adicionado das seguintes concentracGes de etanol: 0, 2,5 e 5%. Nestes, foram
inoculados 100pL da suspensdo em salina, como previamente descrito. A resisténcia ao etanol foi
considerada pelo crescimento da estirpe. A contagem de microrganismos foi realizada a cada 24
horas durante a incubacao (30 °C por 48h) e foram retiradas amostras para a verificacdo do pH e a

densidade por refratometria.

4.11 Avaliacdo da co-fermentacdo entre Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae
US-05 na producéo de cerveja

A co-fermentacdo foi realizada conforme descrito por Dysvik et. al, 2020a. O mosto
cervejeiro foi inoculado com uma concentracdo inicial de 10" UFC/mL de Lactobacillus
plantarum e incubado por 30 °C por 48 horas. Apés este periodo, foi adicionado ao mosto o
inculo com aproximadamente 10° células/mL de Saccharomyces cerevisiae US-05 previamente
ativada e o mosto foi incubado a 23 °C por 48 horas. Durante as incubacdes, em diferentes
intervalos foram retiradas amostras para contagem de células viaveis, medicdo do pH e da
densidade por refratometria.

Para contagem de células viaveis, a estirpe Lactobacillus plantarum LPO1 foi propagada em agar
MRS por 48 horas a 30 °C em condi¢bes de anaerobiose, enquanto a levedura cervejeira foi

propagada em agar Sabouraud 2% formulado a 23 °C por 48 horas.
4.12 Analise estatistica

Foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) e em caso de diferenca estatistica, foi
aplicado o teste de Tukey. As analises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versao
7.04 com nivel de confianca de 95% e todos os experimentos foram realizados em duplicata ou

triplicata.
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5 RESULTADOS

O teste de fermentacdo do mosto pelas diferentes bactérias laticas resultou na
acidificagdo, mas ndo em uma reducéo significativa da densidade do mosto, mesmo quando este
foi adicionado de glicose ou sacarose (tabela 4). As maiores acidificacbes foram obtidas por
espécies de Lactobacillus, sendo tanto para as estirpes de cole¢des de culturas internacionais
(Lactobacillus delbrueckii 3744; Lactobacillus plantarum 8414; Lactobacillus rhamnosus GG
53103), quanto para a isolada por nossa equipe (Lactobacillus plantarum LP01). Lactococcus
lactis 61 e Enterococcus faecium E86, que sdo duas estirpes produtoras de bacteriocinas, ndo
foram capazes de acidificar ou alterar significativamente a densidade do mosto. Com base nestes
resultados o estudo passou a ser conduzido utilizando-se como teste somente a estirpe
Lactobacillus plantarum LPO1 e a estirpe Lactobacillus brevis 00221 (de colecéo de cultura), que

foi usada como controle.

Tabela 4. Avaliagédo da atenuagdo do mosto cervejeiro por bactérias acido laticas.

Mosto com 2% de Mosto com 2% de
Mosto original (pH glicose (pH 4,5 — dens sacarose (pH 4,5 —
Estirpe 4,6 —dens 1.042) 1.052) dens 1.049)

pH final Densidade pH final Densidade pH final Densidade

final final final

L. delbrueckii 3744 3,4 1040 3,5 1049 3,5 1047

L. sakei 906 3,5 1041 3,4 1049 3,5 1046

L. rhamnosus GG 3,5 1040 3,5 1048 3,6 1046
53103

L. plantarum 8414 3,4 1040 3,5 1049 3,4 1046

Lactococcus lacti 61 4,3 1040 4,3 1050 4,3 1047

E. faecium 86 4,3 1041 4,3 1050 4,3 1047

L. plantarum LPO1 3,4 1040 3,4 1048 3,4 1047
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5.1 Resisténcia ao lapulo

A avaliacdo da multiplicacdo de L. plantarum e L. brevis em mosto adicionado de lGpulo
mostrou que os microrganismos foram capazes de se multiplicar em todas as concentragdes de
iso-a-4cidos (IBU) testadas. Os efeitos das diferentes concentracfes de iso-a-acidos testadas
parecem ter sido mais evidentes na multiplicacdo de L. plantarum do que em L. brevis. Este
altimo mostrou um crescimento bastante similar em todas as concentracdes, diferente de L.
plantarum que mostrou uma contagem final de microrganismos ligeiramente maior nos menores
valores de IBU testados, conforme observado nas figuras 5A e 5B e na tabela 5. As duas estirpes
foram capazes de acidificar o0 mosto a valores proximos de 3,5 de forma similar nos diferentes
valores de IBU (figuras 6A e 6B; tabela 5).
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Figura 5. Crescimento de Lactobacillus plantarum LP0O1 (A) e Lactobacillus brevis 00221 (B)
em mosto com diferentes valores de 1BU. Log UFC/mL.: unidade formadora de colénia por miligramas. IBU:

International Bitterness Units Scale (Escala Internacional de Unidades de Amargor).
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Figura 6. Variacdo do pH durante o crescimento de Lactobacillus plantarum LP01 (A) e

Lactobacillus brevis 00221 (B) em mosto com diferentes valores de IBU. IBU: International
Bitterness Units Scale (Escala Internacional de Unidades de Amargor).

Tabela 5. Efeito de diferentes concentracdes de iso-a-acidos na multiplicacdo e atenuagdo do
mosto por Lactobacillus plantarum LPO1 e Lactobacillus brevis 00221.

Contagem em placa

Estirpe/IBU Densidade pH (Log UFC/mL)
Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h  48h
L. plantarum LPO1
01BU 1053 1052 1052 4,5 4,3 3,7 6,5 6,7 7,6
2,51BU 1043 1050 1047 4,5 4,3 3,6 6,5 6,9 7,4
51BU 1046 1046 1047 4,6 4,2 3,7 6,5 6,9 7,3
7,51BU 1047 1047 1047 4,5 4,2 3,7 6,5 6,7 7,3
L brevis 00221

01BU 1053 1052 1052 4,5 4,1 3,7 6,1 7,0 7,3
2,51BU 1043 1050 1049 4,5 4,2 3,7 6,1 6,9 7,3
51BU 1046 1049 1048 4,6 4,3 3,8 6,1 6,9 7,4
7,51BU 1047 1047 1047 4,5 4,2 3,8 6,1 7,1 7,5
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5.2 Resisténcia ao etanol

Quando testados para multiplicagdo em diferentes concentragdes de etanol, tanto L.
plantaram quanto L. brevis conseguiram iniciar o crescimento em 2,5 e 5% de &lcool. Em todas
as concentracOes testadas as duas estirpes aumentaram sua concentracdo celular em
aproximadamente 1-1,2 log UFC/mL ao longo de 48 horas de cultivo. Na concentracéo de 5% foi
observada uma fase adaptativa ao longo das primeiras 24 horas de cultivo, mas o nimero final de
células foi semelhante as demais concentracdes, incluindo o teste sem &lcool (figuras 7A e 7B;
tabela 6). As duas estirpes foram capazes de acidificar igualmente o mosto, sendo a acidificagéo
ligeiramente menor na concentracéo de 5% de etanol (figuras 8A e 8B; tabela 6).
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Figura 7. Crescimento de Lactobacillus plantarum LP0O1 (A) e Lactobacillus brevis 00221 (B)
em mosto com diferentes concentragcBes de etanol. Log UFC/mL: unidade formadora de colonia por
miligrama. ABV: Alcohol by Volume (Alcool por volume).
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Figura 8. Variagdo do pH durante o crescimento de Lactobacillus plantarum LP0O1 (A) e

Lactobacillus brevis 00221 (B) em mosto com diferentes concentra¢des de etanol. ABV: Alcohol by
Volume (Alcool por volume).

Tabela 6. Crescimento de Lactobacillus plantarum LPO1 e Lactobacillus brevis 00221 em
mosto contendo diferentes concentracdes de etanol.

Contagem em placa
densidade pH (Log UFC/mL)

Oh 24h 48h Oh  24h 48h Oh 24h 48h

L. plantarum LPO1

0% ABV 1.041 1.040 1041 46 4,3 3,6 6,1 6,9 7,6

2,5% ABV 1.047 1.043 1043 46 4,2 3,6 6,1 6,9 7,4

5% ABV 1.045 1.045 1045 47 4,5 3,8 6,1 6 7,3
L. brevis 00221

0% ABV 1.041 1.041 1041 46 4 3,7 59 6,7 7,2

2,5% ABV 1.047 1.043 1043 46 4,1 3,7 59 6,9 7,5

5% ABV 1.045 1.045 1045 47 4,4 4 59 5,6 7,1

5.3 Avaliacdo da fermentacdo simultdnea do mosto por bactérias laticas e leveduras

Seguindo a base do protocolo de preparo de cervejas acidas, o mosto cervejeiro foi
fermentado pela bactéria latica (Lactobacillus plantarum LP01) e posteriormente pela levedura

(Saccharomyces cerevisiae US-05). Conforme desejado, a estirpe L. plantarum LPO1 foi capaz de
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reduzir o pH do mosto para 3,6 nas primeiras 48 horas de fermentacdo. Apds a adicdo do
fermento houve uma reducdo adicional do pH para 3,3, que se manteve até o final da
fermentagdo. Foi detectada uma reducdo da taxa de crescimento da levedura no co-cultivo,
quando comparada com sua multiplicacdo isoladamente no mosto (figuras 10A e 10B).

O teor alcodlico resultante da co-fermentacdo entre L. plantarum LPO1 e S. cerevisiae US-
05 foi mais baixo (6,5%) quando comparado a producéo isolada pela levedura, que resultou em
7,9%.

& Lactobacillus plantarum LPO1 8.0-
-8 Saccharomyces cerevisiae US-05
8.0 ABV: 2,6% ABV: 5,2%
pH: 3,6 pH: 3,3 7.5
densi 1040  densi 1.038 .
i o pH: 4,2
76 i___,___——i E densidade: 1.036
z - pH: 3,3 a 1.07 ABV: 7,9%
= 7.2 densidade: 1.037 'S
e ABV: 6,5% >
2 g 6.5 pH: 4,1
g 6.8 ,, a //densidade: 1.036
= ’,,.; ABV: 7,9%
— 6.04
6.4 pH: 4,5 é"" |~ pH:456
densidade: 1.042 _— ¥ densidade: 1.042
- 4
— —
6.0 I T 5.54+—T—T—T
0 48 96 144 0 24 48 72 96
horas horas

Figura 9. Efeito do co-cultivo de Saccharomyces cerevisiae US-05 e Lactobacillus plantarum
LPO1 (A) e de S. cerevisiae US-05 cultivada isoladamente (B) em mosto cervejeiro.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, inicialmente um conjunto de bactérias laticas isoladas de alimentos
no Brasil foi avaliado quanto a capacidade de acidificar o0 mosto cervejeiro. Estirpes de colecao
de cultura de espécies associadas ao ambiente cervejeiro foram utilizadas como controle. Entre as
bactérias laticas isoladas, apenas as pertencentes ao género Lactobacillus foram capazes de
acidificar o mosto. Este estudo vai de encontro aos dados da literatura, que mostram que a
acidificagdo do mosto tem sido realizada basicamente por Lactobacillus (Ciosek, Rusiecka e
Poreda, 2019). Estes podem ser encontradas neste ambiente como produtoras ou, de forma
indesejavel, como deterioradoras (Sakamoto e Konings, 2003; Tyakht et al., 2021).

A busca por novos fermentos pode ser considerada uma das mais conservadoras barreiras
da tecnologia de producéo cervejeira a ser derrubada. Nos ultimos anos, que tém sido bastante
inovadores no setor cervejeiro, uma série de marcas e tipos de cerveja foram desenvolvidos, onde
variagcdes como a inclusdo de novos ingredientes, principalmente frutas e cervejas com baixo teor
alcoolico e calorico parecem ser alvos dos avancos, que fazem alguma diferenca para os
consumidores. Como exemplo disso, a cervejaria Budweiser lancou em 2022 a cerveja Bud
Zero®) uma versdo sem alcool da Budweiser (Oliveira et al., 2021; Pacheco, 2022), além da
Cervejaria Doktor Bréau, que em 2020 lancou trés cervejas da linha Be Fit: uma Pilsen e uma IPA
low carb e de baixo valor calorico, além da Isotonic Fruit Beer®) que além dessas qualidades,
também nao apresenta alcool (Junior, 2022). Além disso, a fim de atender a demanda por
produtos mais saudaveis, a cervejaria Ambev lancou a cerveja Michelob®) conhecida por ter
80% menos carboidratos que as cervejas comuns (Ambev, 2021). Ja na producdo de cervejas
frutadas, a Cervejaria Invicta (Ribeirdo Preto, SP) produziu uma sour beer com carambola
(Averrhoa carambola).

Algumas iniciativas em relacdo a busca de novos fermentos tém sido feitas em todo o
mundo, onde sua origem, assim como da agua utilizada no processo, parecem exercer um grande
apelo comercial, agregando uma histéria ao produto comercializado. Como exemplo, o estilo de
cerveja Leipzig Gose® é produzido no Norte da Alemanha com sementes de coentro, malte de
trigo e agua ligeiramente salgada proveniente dos aquiferos ricos em minerais em Goslar e seus
arredores (Pellaud, 2016). Da mesma forma, em relacdo ao fermento, algumas marcas tém

valorizado os chamados fermentos selvagens, que sdo aqueles que ndo sdo normalmente
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utilizados na producdo cervejeira. Atualmente, estes sdo considerados componentes importantes
em cervejas de alto valor agregado, pois podem produzir sabores e aromas (flavor) particulares
durante a fermentacdo (Maximilian et al., 2016). Em relacdo ao uso de bactérias &cido laticas,
muitos estudos mostram que os principais géneros normalmente envolvidos séo Lactobacillus e
Pediococcus. Entretanto, as espécies de Lactobacillus sdo preferencialmente utilizadas devido a
sua capacidade de réapida acidificacdo pela producdo de &cido latico e baixo rendimento de
metabolitos potentes de sabor associados a propriedades sensoriais indesejadas (Dysvik et. al,
2019).

Duas estirpes inicialmente testadas (E. faecium E86 e Lactococcus lactis 61) séo
produtoras de bacteriocinas, que sdo compostos antimicrobianos com acdo principalmente contra
microrganismos semelhantes, podendo ser utilizados como conservantes naturais. Ainda que
estas estirpes tenham demonstrado capacidade de fermentar a maltose em estudos anteriores, elas
ndo foram capazes de acidificar o0 mosto no periodo de incubacédo testado, mesmo quando este foi
adicionado de glicose ou sacarose, que também podem ser fermentados por estes
microrganismos. Estes resultados podem sugerir uma inadequacdo do mosto para sustentar a
multiplicacdo destes microrganismos, como pressdao osmatica ou algum outro fator intrinseco.
Um fato importante € que as espécies dos géneros Enterococcus e Lactococcus sdo menos
exigentes nutricionalmente do que as do género Lactobacillus, que sugere que o fator nutricional
ndo tenha sido um dos mais importantes no impedimento da multiplicacéo.

No trabalho de Basanta et al. (2008), Enterococcus faecium L50 demonstrou
caracteristicas desejaveis como bioconservante de cerveja, ja que as bacteriocinas EntL50A e
EntL50B inibiram o crescimento de muitas estirpes de BAL de deterioracdo de cerveja, além
dessa estirpe ter apresentado suscetibilidade a maioria dos antibioticos clinicamente relevantes.
Além disso, E. faecium L50 ndo foi capaz de crescer em mosto e em cervejas Lager, que mostra
que ndo seriam responsaveis pela deterioracdo do produto. Apesar disso, a estirpe cresceu e
produziu as bacteriocinas EntL50A e EntL50B em mosto modificado, podendo ser usado para
bioacidificacdo e biocontrole de deterioracdo em mosto. Essas bacteriocinas testadas,
principalmente EntL50A e EntL50B, exercem um efeito bactericida contra os deterioradores de
cerveja Pediococcus damnosus CECT4797 e Lactobacillus brevis NFBC108 em caldo MRS,

mosto e cervejas lager. Semelhante a esse estudo, apesar de ser produtora de duas bacteriocinas
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(enterocina P e enterocina TW21) (Farias et al., 2021), Enterococcus faecium E86 ndo foi capaz
de crescer em mosto.

Ainda que ndo tenha acidificado a cerveja produzida pela nossa equipe, a estirpe
Lactococcus lactis ja foi isolada de cerveja de cevada (Todorov e Dicks, 2004). J& no estudo
realizado por Bokulich e Bamforth (2013), diversas estirpes de Lactobacillus e Pediococcus
foram isoladas de cerveja, espécies de Enterococcus e Lactococcus, normalmente associadas a
fermentacdo de bebidas, ndo foram encontradas neste estudo. Apesar disso, de acordo com
Sawadogo-Lingani et al. (2007) e Christine et al. (2016), a presenga dos lactococos esta mais
associada as cervejas produzidas com sorgo.

A incapacidade de acidificar o mosto cervejeiro e a produgdo de compostos
antimicrobianos contra bactérias laticas pode abrir uma nova perspectiva de estudos, como o
efeito protetor destas estirpes contra a contaminac¢éo por bacterias latica deterioradoras durante a
fermentagdo cervejeira. A nisina & uma bacteriocina termoestavel produzida por Lactococcus
lactis e € a Unica bacteriocina com status GRAS (Generally Regarded As Safe) para uso em
alimentos. Ela foi utilizada na forma purificada na prevencao da contaminagdo da cerveja, sem
influenciar na capacidade fermentativa da levedura e nas caracteristicas sensoriais do produto,
conforme mostrado por Sun et al. (2012). Além disso, o trabalho de Todorov e Dicks (2004),
avaliou a capacidade antimicrobiana da bacteriocina produzida por Lactococcus lactis isolada de
cerveja de cevada, que demonstrou inibir o crescimento de algumas bactérias laticas, além de ter
apresentado atividade contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa.

A aplicacdo de bacteriocinas na cerveja, em conjunto com outras estratégias, como
pasteurizacdo e filtracdo, pode representar uma estratégia de biopreservacdo atraente para obter
cervejas mais seguras e estaveis. O trabalho de Vaughan, Rouse e van Sinderen (2004),
demonstrou que a atividade da bacteriocina de Lactococcus lactis M30 poderia ser aplicada nos
casos em que o nivel de contaminacdo seria relativamente baixo (por exemplo, na cerveja
envasada), a fim de atuar como um seguro contra deterioracdao, mantendo o nimero de células em
um nivel que é muito baixo para causar deterioracao da cerveja.

Em relacdo a resisténcia de bactérias acido laticas ao etanol, o trabalho de Liu e Qureshi
(2009) demonstra que as bactérias gram-positivas, especialmente as bactérias do acido latico

(BAL) sdo conhecidas por sobreviver e crescer em ambientes com maiores teores de etanol,
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sendo que as principais cepas tolerantes ao etanol foram L. plantarum, L. confusus, L. casei e L.
brevis. Além disso, o estudo de Pittet, Morrow e Ziola (2011) demonstra que a maioria das
bactérias acido laticas tém altos niveis de tolerdncia ao etanol que sdo conservados dentro de
isolados da mesma espécie em comparagao com outros organismos. Apesar disso, demonstra que
esses niveis de tolerancia ndo garantem a capacidade de deteriorar a cerveja. Nosso resultado
também vai de encontro com o trabalho de G-Alegria et. al (2004), que demonstrou que algumas
linhagens L. plantarum se adaptaram a condi¢cdes de pH é&cido e presenca de etanol, revelando
uma alta tolerancia para concentragdo de etanol até 13% (v/v) no meio e a valores pH na faixa de
3,2 a 3,4, além de possuirem mecanismos de resisténcia para sobreviver e proliferar em meios de
vinho hostis. Dessa forma, nossos resultados em relacdo as duas estirpes de bactérias acido laticas
vao de encontro com a literatura.

O teor alcodlico obtido na nossa cerveja acida esta dentro do valor médio comparado com
o trabalho de Bossaert et al. (2021), no qual foram produzidas trés cervejas acidas em barril, em
que a concentracdo de etanol ficou entre 3,8% e 10% ABV. Alem disso, tambem se assemelha ao
teor alcoolico de algumas cervejas acidas ja vendidas no mercado brasileiro, como as cervejas
Bodebrown Regina Sour Limoncello Com Horteld® produzida pela Cervejaria Bodebrown
(Curitiba, Brasil) e Ignorus King Octopus Sour Ale® produzida pela Cervejaria Ignorus
(Colombo, Brasil).

De acordo com Makanjuola, Tymon e Springham (1992), o resultado da adi¢cdo de
bactérias laticas no mosto foi a diminui¢do progressiva no rendimento de etanol, na contagem
final de levedura e no pH final do meio, mas ao contrario disso, a contagem bacteriana final
aumentou. J& no trabalho de Ciosek, Rusiecka e Poreda (2019), foi demonstrado que, ao
adicionar a estirpe de BAL antes da levedura, o pH decaiu para valores abaixo de 4 somente ap6s
72 horas. Em nosso estudo, foi obtida uma rapida acidificacdo do mosto em 48 horas de
fermentacdo por L. plantarum LPO1, tempo este que pode reduzir as chances de contaminacdo do
mosto ou multiplicacdo deste por microrganismos ja presentes em baixas concentra¢fes, como as
leveduras selvagens e outras bactérias.

De acordo com Abdel-Rahman, Tashiro e Sonomoto (2013), a principal caracteristica do
sabor azedo das cervejas € decorrente da producdo de acido latico pelas estirpes de BAL, obtendo
um pH entre 3,3 a 3,9 (ideal para cervejas acidas). No nosso estudo, no maior tempo de

fermentacdo avaliado (144 horas) os valores de pH mais baixos obtidos foram em torno de 3,3.
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Os niveis de resisténcia ao etanol e valores de IBU testados so compativeis com a
maioria das cervejas leves comercializadas, onde L. plantarum LPO1 apresentou resisténcia a
todas as concentracgdes testadas, perfil de comportamento semelhante ao da estirpe controle.

A resisténcia ao ldpulo por estas bactérias € um importante fator uma vez que o mosto
pode ser acidificado j& tendo passado pela fervura e lupulagem, que ajudam na redugdo do risco
de contaminacdo. De acordo com Dysvik et al. (2020b), o0 método mais utilizado para producéo
de cervejas &cidas consiste na fermentacdo da estirpe de BAL em mosto sem lGpulo antes da
fermentacdo da levedura dentro de um curto periodo de tempo (24 a 48 horas), e apds o nivel de
acido latico ser obtido, 0 mosto é adicionado de lUpulo e fervido para interromper a fermentacdo
bacteriana.

Ainda que a atenuacdo do mosto tenha sido semelhante tanto na fermentacgéo isolada pela
levedura S. cerevisiae US-05, quanto em co-cultivo com L. plantarum LPO1, a quantidade final
de células e a concentragdo final de etanol foram maiores na fermentacgdo realizada isoladamente
por S. cerevisae (Figuras 10A e 10B). Os fatores que resultaram na redugdo no numeros de
células de leveduras no final da fermentacdo ndo foram investigados neste estudo. No estudo
realizado por Dysvik et al. (2020a), a presenca de lactobacilos ndo interferiu na viabilidade e
contagem final de células de S. cerevisiae, alem de ter demonstrado que a co-fermentacéo
controlada entre S. cerevisiae e L. plantarum para produzir cerveja acida dentro de um periodo de
fermentacdo de 21 dias, resultou em um produto com maior intensidade de sabor total, odor
frutado e odor de frutas secas.

Uma estirpe da espécie L. plantarum vem sendo comercializada pela Lallemand Inc., que
é uma das lideres do mercado de fermentos no mundo. Este € utilizado para a producdo de
cervejas Berliner Weisse, Gose, estilo lambic, American Wild e Sour IPA.

A rapida acidificacdo do mosto causada por L. plantarum LPO1, assim como a resisténcia
ao etanol e lUpulo sugerem a realizacdo de estudos adicionais visando uma potencial utilizacéo
industrial desta estirpe, sendo estes o0 estudo dos principais compostos aromaticos e metabdlitos
secundarios que interferem no sabor produzidos pela estirpe, observar a fermentacdo em maiores

intervalos de tempo e realizar analises sensoriais da cerveja acida produzida com a estirpe.
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7 CONCLUSAO

Entre as estirpes testadas, Lactobacillus plantarum LPO1 foi a Unica espécie que mostrou
acidificar rapidamente 0 mosto sem reduzir significativamente o teor de agUcares, permitindo a
posterior multiplicacdo de Saccharomyces cerevisiae US-05.

A estirpe Lactobacillus plantarum LPO1 mostrou resisténcia as concentracdes de etanol
testadas e aos diferentes valores de IBU empregados na maioria das cervejas comerciais.

A estirpe mostrou potencial para atuar como fermento na producéo de uma cerveja acida

experimental.
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