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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte
dos requisitos necessarios para obtencao do grau de Engenheira de Alimentos.

ISOLAMENTO E ANALISE DE MICRO-ORGANISMOS EM PROCESOS
CERVEJEIROS, COMPARANDO-SE METODOLOGIA CONVENCIONAL E
PETRIFILM BAL

Leticia Korin Moretti
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A cerveja € um produto considerado estavel microbiologicamente por ser uma matriz
com condicdes adversas para o desenvolvimento de grande parte dos micro-organismos.
Apesar disso, alguns sdo capazes de causar a deterioracdo da bebida e diversas etapas
produtivas sdo fontes de contaminacdo. Dentre 0s micro-organismos deterioradores, a
maior parte dos casos (até 70%) ocorre pela presenca de bactérias acido laticas. Existem
métodos tradicionalmente utilizados para a detec¢do de micro-organismos ao longo da
cadeia produtiva. Porém, devido a diversos interferentes nestes métodos, novas técnicas
estdo sendo desenvolvidas recentemente, os chamados métodos répidos. O presente
estudo teve como objetivo a comparacdo de dois meios de cultura convencionais
destinados a bactérias acido laticas com um método alternativo. Foram analisados gréos
maltados, amostras ambientais de uma planta de producdo de cervejas artesanais e 0
residuo produzido. Foi realizada a contagem total (expressa em logUFC/mL) para a
comparagdo dos meios convencionais de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e Orange Serum
Agar (OSA) e o Petrifilm®. Foram isoladas algumas col6nias com base em seu
comportamento de crescimento. Estes isolados foram submetidos a caracterizacdo
microbiolégica bem como a identificacdo utilizando espectrometria de massas. A
contagem total das amostras resultou em valores entre 0,00 e 5,03 logUFC/mL. Desta
forma foi possivel observar a maior seletividade do Petrifilm com relacdo aos meios
convencionais, visto que as contagens referentes aquele meio foram menores para a
maior parte das amostras. A caracterizacdo e identificacdo microbiol6gica permitiram
observar a presenca de bactérias Gram-positivas e leveduras tanto no MRS como no
OSA. Este resultado reflete a menor seletividade destes meios, permitindo o
desenvolvimento de uma maior variedade de micro-organismos. Por outro lado,
percebeu-se, além de bactérias Gram-positivas, a presenca de leveduras em dois
isolados do Petrifilm. A identificacdo destes micro-organismos em um meio seletivo
para bactérias laticas indica que, apesar da tecnologia aplicada, esta linhagem de
leveduras encontrou condi¢fes para seu desenvolvimento. Desta forma, é possivel
concluir que o Petrifilm apresenta maior seletividade microbioldgica quando comparado
com 0s meios convencionais, embora parega ndo ser suficiente para o desenvolvimento
exclusivo de bactérias &cido laticas.

Vi
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1 INTRODUCAO

A cerveja € uma bebida alcodlica fermentada constituida de &gua, malte e lupulo
(BRASIL, 2009). A 4gua é a matéria-prima majoritaria deste produto, chegando a 95%
em volume (SILVA, 2005). O principal cereal maltado é a cevada, porém outros cereais
podem passar por este processo e serem aplicados na producdo cervejeira (VENTURINI
e CERADA, 2001). O lupulo, por sua vez, atua como conservante natural além de ser
responsavel pelo amargor caracteristico do produto (KEUKELEIRE, 2000; NUNES,
2016; HUGHES et al., 2000).

Sdo utilizados agentes de fermentacéo, as leveduras, para a transformacédo do mosto
cervejeiro no produto final. As leveduras cervejeiras sdo divididas, em fungdo do
comportamento apresentado durante a fermentacdo, em lager e ale (Saccharomyces
pastorianus e Saccharomyces ceverisiae, respectivamente) (FERREIRA et al., 2010;
KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001; BOKULIGH e BAMFORTH, 2013). O
processo de producdo é constituido de algumas etapas principais: moagem do malte,
mosturacdo, fervura, fermentacdo, maturacdo, acondicionamento e pasteurizagéo . Ao
longo do processo transformacdes fisicas, quimicas e bioguimicas ocorrem e o0 controle
de todas as etapas € essencial para a obtencdo de um produto de qualidade (FERREIRA
etal., 2010; TSAROUHAS e ARVANITOYANNIS, 2010).

Produto considerado estavel microbiologicamente, a cerveja € uma matriz com
condicdes adversas para o desenvolvimento de grande parte dos micro-organismos.
Apesar disso, alguns sdo capazes de se desenvolver e causar a deterioracdo da bebida
causando sua descaracterizacdo. Assim, ao longo da linha produtiva deve-se atentar para
que ndo haja a entrada de contaminantes, de forma a permitir o adequado desempenho
da levedura inoculada. Diversos pontos, envolvendo quase todas as etapas do processo,
sdo fontes de contaminacdo e técnicas de controle eficientes devem ser aplicadas
(DRAGONE et al., 2007; HILL, 2015; RIBEIRO et al., 2011).

Dentre 0s micro-organismos deterioradores estdo as bactérias Gram-positivas
(bactérias acido laticas), bactérias Gram-negativas e leveduras selvagens. A maior parte
dos casos de contaminacdo na industria cervejeira ocorre pela presenga de bactérias

acido laticas. Algumas dessas bactérias sdo formadoras de diacetil, devido ao desvio em



sua via metabolica, causando a deterioracéo gerada pela formacgéo de sabor amanteigado
na cerveja (DRAGONE et al., 2007; PEYER et al., 2016).

As bactérias acido laticas sdo bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos,
microaerofilas ou estritamente anaerdbias, sem motilidade, quimiorganotroficas e
nutricionalmente exigentes. Apresentam melhor crescimento em meios com pH
reduzido (em torno de 4,5) e seu principal produto metabdlico é o &acido latico.
Apresentam-se em vida livre bem como no trato gastrointestinal de humanos e animais
(RAMIREZ et al., 2011; HUERTAS, 2010; FORSYTHE, 2013). Estes micro-
organismos sao classificados com relagcdo ao seu metabolismo em homofermentativos e
heterofermentativos. As bactérias homofermentativas produzem apenas acido latico ao
metabolizar glicose. As bactérias heterofermentativas, por sua vez, produzem &cido
latico, etanol e gas carbbnico. Morfologicamente podem divididos em cocos e
bastonetes (RAMIREZ et al., 2011; HUERTAS, 2010; FURTADO, 2010; DRAGONE
et al., 2007).

Os principais géneros causadores de deterioragdo microbiana da cerveja séo
Lactobacillus spp. e Pediococcus spp.. As linhagens responsaveis pelo processo de
deterioracdo sao resistentes, principalmente, aos compostos presentes no ldpulo (alfa e
beta iso-acidos) que atuam na preservacdo da bebida. Estudos indicam que as células
apresentam uma alteracdo genética que possibilita a expulsdo destes acidos impedindo
sua acdo intracelular (SUZUKI, 2011; MENZ et al, 2010; KOURTIS E
ARVANITOYANNIS, 2001; DRAGONE et al., 2007).

Existem métodos tradicionalmente utilizados para a deteccdo de micro-organismos
ao longo da cadeia produtiva. Estes métodos envolvem o plaqueamento de aliquotas em
meios de cultura, pelo método de pour plate. Porém, a execucdo deste método pode
tornar-se trabalhosa e a analise dos resultados depende da interpretacdo do analista e
esta susceptivel a erros. Desta forma, metodos rapidos foram desenvolvidos nos ultimos
anos para reduzir o tempo deste tipo de analise e minimizar as interferéncias
(SANT’ANA et al., 2002).

O presente estudo teve como objetivo a comparagdo de trés meios de cultura
utilizados para o desenvolvimento de bactérias acido laticas. Dois meios convencionais

(MRS e OSA) foram comparados com um método rapido de deteccdo, o Petrifilm® AC



Bactérias Acido Laticas, com relagdo a sua seletividade a partir da analise de matéria-

prima, amostras ambientais e residuos produzidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cerveja
2.1.1 Definicdes

No Brasil, a padronizacao, a classificacdo, o registro, a inspecdo e a fiscalizacéo
de bebidas sao regulamentadas pelo decreto n°® 6.871, de 4 de junho de 2009. Segundo o
artigo 36 deste regulamento: “Cerveja ¢ a bebida obtida pela fermentagdo alcodlica do
mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acdo da levedura, com
adigdo de lupulo” (BRASIL, 2009). Keukeleire (2000) define cerveja como sendo uma
bebida aquosa fermentada baseada em amido e aromatizada com lipulo. Da mesma
forma, Moura-Nunes et al. (2016) pontuam cerveja como uma bebida obtida da
fermentacgdo alcodlica do mosto cervejeiro, sendo que os ingredientes combinados de

diversas formas resultam em uma bebida quimicamente complexa.

De acordo com a legislacdo brasileira, a cor da cerveja deve provir das
substancias corantes do malte, sendo que corregfes podem ser feitas para a
padronizacdo do produto como o uso de corante caramelo, por exemplo. A fermentacao
do mosto deve ser realizada utilizando levedura cervejeira. Sua estabilizacdo bioldgica
deve ser feita por processo apropriado, como a pasteurizacdo na maior parte dos casos.
Assim é definido como chope o produto que nédo foi submetido ao tratamento térmico e
cerveja o produto que foi pasteurizado. A &gua utilizada na producdo deve ser potavel e

tratada de forma a assegurar as caracteristicas de qualidade do produto (BRASIL, 2009).
2.1.2 Matérias-primas
2.1.2.1 Agua

Componente majoritario na cerveja, sendo o produto final constituido de 92 a
95% de agua (SILVA, 2005). Desta forma o controle de sua qualidade € essencial para o
processo e para a qualidade do produto final (KOURTIS e ARVANITOYANNIS,
2001). A portaria de consolidagéo n° 5, de 11 de dezembro de 2017, anexo XX, capitulo
V (BRASIL, 2017), define o padréo de potabilidade da &gua para consumo humano.
Desta forma os parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos sdo

estabelecidos e devem ser seguidos para a producdo de uma bebida de qualidade.



2.1.2.2 Malte

Produto obtido da germinacdo controlada de grdos de cereais, seguida de uma
etapa de secagem (SILVA, 2005; MIRANDA, 2006; BRASIL, 1978). Na produgéo
cervejeira o principal cereal maltado é a cevada (Figura 1), graminea do género
Hordeum, por apresentar melhores resultados tecnologicos (VENTURINI e CERADA,
2001). Porém outros cereais, como trigo, milho e aveia, podem ser submetidos ao
processo de maltagem (SILVA, 2005; MIRANDA, 2006).

Figura 1. Grdos de malte (Fonte: O Caneco, 2017)

Os graos devem apresentar limpeza, estado de conservacdo adequado e seu
armazenamento deve ser feito sob condi¢bes controladas, como umidade e temperatura
(BRASIL, 1978). Na maltearia, o processo divide-se em trés etapas: maceracao,
germinacéo e secagem (FERREIRA et al., 2010; WOFFENDEN et al., 2001).

Na maceracdo, os grdos sdo hidratados em silos com agua e ha injecdo de
oxigénio de forma a permitir a respiracdo dos mesmos. Essa etapa termina quando se
percebe o aparecimento da radicula e os gréos apresentam umidade em torno de 45%.
Os gréos macerados seguem para a segunda etapa, a germinacao, na qual a temperatura
é controlada a partir do fluxo de ar entre os gréos. O crescimento do germe dita o fim do
processo. A germinacdo dos grdos é cessada em secadores, na Ultima etapa do processo,
devido a retirada da umidade dos grédos (TSAROUHAS e ARVANITOYANNIS, 2010).

Na maltagem, as cadeias de amido do gréo sdo reduzidas em cadeias menores
aumentando sua disponibilidade e solubilidade. Enzimas, principalmente alfa e beta
amilases, sdo formadas e terdo papel fundamental na obtencdo de um extrato rico em
carboidratos fermentesciveis e compostos nitrogenados (SANTOS et al.,, 2010;
FERREIRA et al., 2010; PELEMBE et al., 2002).



A producdo e liberacdo de novas enzimas resultam no aumento do poder
diastatico do gréo, ou seja, 0 aumento da capacidade enzimética de conversdo do amido
em agcucares (SANTOS et al., 2010; PELEMBE et al., 2002). E nesta etapa que
compostos da reacdo de Maillard e de caramelizacdo dos acgucares sdo produzidos,
sendo que em temperaturas mais altas, um maior teor destes compostos é produzido,

definindo assim a coloracdo e o aroma do malte (\WOFFENDEN et al., 2001).

2.1.2.3 Lupulo

Planta da espécie Humulus lupulus, cujas inflorescéncias femininas (Figura 2a)
sdo utilizadas, na sua forma natural ou industrializada, na producdo cervejeira
(KEUKELEIRE, 2000; BRASIL, 2001). O ltpulo pode ser aplicado no processo na sua
forma in natura (flores secas) ou em suas formas fracionadas, como pellets (Figura 2b),
extratos e esséncias (KEUKELEIRE, 2000; SRINIVASAN et al., 2004).

Figura 2. (a) Inflorescéncias do lapulo (Humulus lupulus) e (b) sua forma fracionada (pellets).
(Fonte: EOL e JuanBrew, 2017)

O lapulo atua como conservante natural da cerveja, protegendo contra oxidagédo
e envelhecimento do produto, bem como contra micro-organismos influenciando
diretamente em sua qualidade (KELLNER et al., 2007; KEUKELEIRE, 2000;
MOURA-NUNES et al., 2016). A protecdo contra oxidacdo resulta da presenca de
polifendis, principalmente taninos, que atuam como antioxidantes no produto final
(KELLNER et al., 2007; MOURA-NUNES et al., 2016). Os principais responsaveis
pela acdo antimicrobiana do lupulo sdo os alfa e beta &cidos que sdo &cidos fracos
representados, respectivamente, pela humulona e lupulona (KEUKELEIRE, 2000;
SRINIVASAN et al., 2004). Os alfa-acidos sdo também os principais responsaveis pelo

amargor. Eles sofrem isomerizacdo na etapa de mosturacdo formando alfa-iso-acidos



(ou iso-humulonas), compostos mais amargos e soltveis que os alfa-acidos (HUGHES,
2000).

Apesar da pequena quantidade utilizada no processo, o lUpulo apresenta impacto
importante na qualidade do produto final sendo responsavel pelo seu aroma e amargor
caracteristicos (KEUKELEIRE, 2000; MOURA-NUNES et al., 2016; HUGHES et al.,
2000).

2.1.2.4 Adjuntos

A legislacdo brasileira permite a substituicdo de parte do malte (até 45% do
extrato primitivo) pelos chamados adjuntos cervejeiros. Estes substitutos sao matérias-
primas opcionais fontes de carboidrato utilizadas em conjunto com o malte na producao
cervejeira (FERREIRA et al., 2010; BRASIL, 2001). S&o geralmente adicionados por
apresentarem formas menos complexas (mais acessiveis) de agucares para as leveduras
(BROOKS et al., 2002). Cereais como milho, trigo, arroz e sorgo sdo comumente

utilizados, bem como amidos e agucares (cristais ou xaropes) (BRASIL, 2001).

2.1.25 Leveduras

As leveduras (Figura 3) sdo micro-organismos do reino Fungi, unicelulares,
heterétrofos com reprodugdo por brotamento. Sua principal aplicacdo é em processos
fermentativos, como producdo de pdo, cerveja e vinho. Os produtos obtidos do
metabolismo das leveduras sdo diversos, sendo o etanol o principal desejado na
producdo cervejeira. O principal género utilizado como agente de fermentacdo do mosto
é Saccharomyces spp. (FERREIRA et al., 2010).

Figura 3. Células de leveduras. (Fonte: LabNetwork, 2017)



Existem dois tipos de levedura: de alta fermentacéo e de baixa fermentacao. Essa
denominacdo influencia diretamente o processo tecnoldgico na linha de producéo,
especificamente na etapa de separacdo. Na baixa fermentacdo sdo utilizadas leveduras
“lager”, geralmente Saccharomyces pastorianus. Elas caracterizam-se por decantar no
fundo do tanque ao final do processo fermentativo. Ja na alta fermentacéo, as leveduras
“ale”, na maior parte dos casos Saccharomyces cerevisiae, costumam flocular na
superficie do mosto ao final da fermentacdo (FERREIRA et al., 2010; KOURTIS e
ARVANITOYANNIS, 2001; BOKULICH e BAMFORTH, 2013).

2.1.3 Processo produtivo

A cerveja é produzida pela fermentacdo de um extrato rico em carboidratos
fermentesciveis, obtido a partir de uma matéria-prima amildcea. Transformacbes
quimicas e bioquimicas ocorrem ao longo do processo de forma a obter uma bebida
com teor alcoolico, sabor e aroma desejados (FERREIRA et al., 2010). As principais
etapas envolvidas na producdo de cerveja podem ser observadas na Figura 4, dentre
elas: moagem do malte, mosturacdo, fervura, fermentagdo, maturacéo,
acondicionamento e pasteurizacdo (FERREIRA et al.,, 2010; TSAROUHAS e
ARVANITOYANNIS, 2010).

Mosturacdo _.Aguz

¢
=4

4 | P
o 4l | £

Maturacédo

’ Fementacdo N -
o7 = Fervura
- ' ! : 2
Tunel de
Acondicionamento - pasteurizacdo

Figura 4. Esquema simplificado do processo de producéo de cerveja. (Fonte: Cerveja Pura -
adaptado, 2017)



2.1.3.1 Moagem do malte

Nos moinhos os graos de malte tém sua granulometria reduzida de forma a expor
0 endosperma e separa-lo da casca. A exposi¢do do endosperma visa melhorar o ataque
enzimatico na etapa de mosturacdo, a fim de obter um extrato rico em carboidratos
fermentesciveis e compostos nitrogenados. A moagem pode ser feita por via seca ou
Umida (KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001; TSAROUHAS e
ARVANITOYANNIS, 2010).

2.1.3.2 Mosturacéo (ou Brassagem)

O mosto é formado pela mistura das matérias-primas no processo conhecido
como mosturacdo (ou brassagem). Malte e &gua, nas proporgGes adequadas, Sao
misturados sendo obtido um extrato rico em compostos solUveis (principalmente
carboidratos fermentesciveis e compostos nitrogenados) que serdo utilizados na etapa de
fermentacdo para producdo de etanol, gas carbdnico e compostos secundarios
(KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001). A temperatura inicial do processo
permanece em torno de 35°C chegando a aproximadamente 75°C no final da etapa. Ao
longo de 130 minutos, em média, sdo realizados aumentos graduais na temperatura que
ocorrem em intervalos de 10 a 20 minutos. Este aquecimento é feito para atingir a
temperatura étima das enzimas envolvidas no processo, principalmente peptidases (40-
60°C) e alfa e beta amilases (60-75°C) (SILVA, 2005).

2.1.3.3 Fervura

O mosto é submetido a uma etapa de fervura para inativacdo de enzimas,
eliminacdo de micro-organismos, coagulagio de proteinas e concentracdo do mosto. E
nessa etapa que ha adicdo do lupulo, desenvolvendo aroma e sabor caracteristicos bem
como gerando aumento da estabilidade microbioldgica, devido aos alfa e beta acidos
(KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001; TSAROUHAS e ARVANITOYANNIS,
2010).

2.1.3.4 Fermentacao

Ajustadas as condic¢des, 0 mosto é inoculado e inicia-se a etapa de fermentacéo.
Componentes provenientes do malte e dos adjuntos atuam como fonte de compostos

essenciais para o desenvolvimento do agente de fermentacdo. Dentre tais compostos



10

encontram-se carboidratos, compostos nitrogenados, lipidios e vitaminas. As células
desenvolvem-se de forma a atingir uma populagdo final até seis vezes maior que o
indculo inicial dependendo das condi¢Ges (FERREIRA et al., 2010).

As condigdes do processo variam conforme o tipo de fermentacdo conduzida. Na
alta fermentacdo a inoculacdo ocorre a temperatura de 16-24°C e é aumentada para 20-
25°C no inicio do processo fermentativo e permanece assim até sua finalizacdo. Devido
a temperatura aplicada o processo € finalizado com um curto periodo de tempo, em
torno de 3 dias. J& na baixa fermentacdo a temperatura do processo € de 6 a 15°C e 0
tempo para finalizacdo € maior devido a menor temperatura, podendo chegar a 10 dias
(NUNES et al., 2016; SILVA, 2005).

2.1.3.5 Maturacéo

Nesta etapa ocorre a chamada fermentacdo secundéria, responsavel pelas
caracteristicas sensoriais (coloracdo, aroma, sabor) finais do produto. Compostos
fermentesciveis residuais sdo metabolizados e moléculas resultantes do metabolismo
secundario das leveduras sao formadas resultando na perda da caracteristica de “cerveja
verde”. As temperaturas de maturagdo variam em torno de 12-20°C para leveduras de
alta fermentacdo enquanto que temperaturas menores sdo aplicadas para leveduras de
baixa fermentacdo. O tempo que a bebida permanece nesta etapa é funcdo do tipo de
cerveja produzida e das caracteristicas desejadas podendo varias de 1 ou 2 semanas a
alguns meses (KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001; SILVA, 2005).

2.1.3.6 Acondicionamento (Envase)

Apobs a fermentacdo a cerveja segue para o envase. As embalagens, previamente
higienizadas, sdo preenchidas com a cerveja e lacradas. Existem diversas embalagens
que tem aplicacdo na industria cervejeira, dentre elas estdo as garrafas de vidro
(retornaveis ou ndo), latas de aluminio, barris, garrafas PET (poli(tereftalato de etileno))
e tanques a granel. A escolha do tipo de embalagem depende do destino do produto
(exportagdo ou consumo interno), da distancia para distribuicéo, do custo da embalagem
e cultura de consumo. A embalagem deve promover protecdo a luz e alteracdo de
temperatura, fatores que levam a alteracdo do produto. Questdes econdmicas (custo) e
ambientais (reciclabilidade) também devem ser consideradas. (PATERNOSTER et al.,
2017)
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O sistema de envase deve permitir seu controle microbioldgico. Limpeza CIP
(Cleaning In Place) e reducdo do oxigénio a partir de aplicacdo de vacuo sao estratégias
eficientes (TSAROUHAS e ARVANITOYANNIS, 2010).

2.1.3.7 Pasteurizacao

A pasteurizacdo é aplicada a fim de gerar estabilidade microbiologica. A
eficiéncia do processo depende diretamente da temperatura atingida pelo produto bem
como do tempo que o aquecimento € aplicado (RIBEIRO et al., 2011). O trocador de
calor empregado nesta etapa pode ser de placas ou em tunel. A pasteurizacdo em
trocador de placas é aplicada antes do acondicionamento. Desta forma, o produto é
estabilizado, atingindo uma temperatura de 75°C, e segue para a etapa seguinte de
envase em embalagens esterilizadas. Ja na pasteurizacdo em tanel, a cerveja é
previamente acondicionada. As embalagens, contendo o produto, seguem para um tanel
com aspersdo de &gua aquecida por um tempo determinado chegando a 65°C
(HORN et al., 1997; DILAY et al., 2006).

A eficiéncia do processo € medida em unidades de pasteurizacdo (UP). Esta
medida define o efeito do tratamento térmico sobre os micro-organismos. Uma unidade
de pasteurizacao refere-se ao efeito devido ao aquecimento a 60°C durante um minuto.
As unidades de pasteurizacdo sdo agregadas ao produto de forma a garantir sua
estabilidade microbiolégica (DILAY et al., 2006).

2.2 Microbiologia da cerveja: Presenca de deterioradores
2.2.1 Microbiologia caracteristica e deterioradores

A cerveja, constituida primordialmente de agua, malte e lUpulo, é produzida
pelas transformacBes quimicas e bioquimicas durante a fermentacdo. O principal agente
responsavel por essas transformacdes é a levedura cervejeira. Atualmente sdo utilizadas
linhagens especificas como Saccharomyces pastorianus e Saccharomyces ceverisiae
para cervejas lager e ale, respectivamente. A escolha da linhagem utilizada é fungéo das
caracteristicas desejadas no produto final e do processo de fabricacdo. Os produtos
principais do metabolismo fermentativo sdo etanol e di6xido de carbono, porém os
compostos responsaveis pelo aroma e sabor do produto final sdo formados pelo

metabolismo secundario da célula. Ambas as linhagens véo atuar na etapa de maturacgéo,
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cada uma de forma especifica, na producdo destes compostos que ao final do processo

iIrdo caracterizar a cerveja produzida.

Ao longo da linha produtiva deve-se atentar para que ndo haja contaminagéo do
produto de forma a permitir o adequado desempenho da levedura inoculada. Desde as
matérias-primas até o envase da cerveja, existe a possibilidade de entrada de micro-
organismos indesejados. Dragone et al. (2007) e Hill (2015) indicam diversos pontos de
contaminacdo, dentre eles: malte, agua, lapulo, leveduras, tanque de mosturagéo, tanque

de fermentacdo, tubulac6es, enchedora, garrafas, latas e barris.

Além das leveduras cervejeiras regularmente utilizadas, outros micro-
organismos podem desenvolver-se na cerveja. Como resultado da deterioracdo ha a
alteracdo de sabor, producdo de odores desagradaveis, aumento da acidez e turbidez do
produto (RIBEIRO et al., 2011). Dentre os micro-organismos deterioradores estdo
bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas e leveduras selvagens
(DRAGONE et al., 2007).

As bactérias Gram-positivas sdo constituidas pelas bactérias &cido laticas, A
maior parte dos casos de contaminacdo € ocasionada pelos géneros Lactobacillus e
Pediococcus. A principal espécie envolvida no processo de deterioracdo é Lactobacillus
brevis. Em seguida, encontram-se Lactobacillus lindneri e Pediococcus damnosus. As
bactérias Gram-negativas envolvidas na contaminacdo da cerveja pertencem aos
géneros Pectinatus e Megasphaera podendo haver algumas espécies da familia
Enterobacteriaceae. A presenca de Pectinatus cerevisiiphilus e Pectinatus frisingensis €
reportada na maior parte dos casos envolvendo este grupo de bactérias. As leveduras
selvagens sdo consideradas quaisquer leveduras que ndo sejam a levedura cervejeira
utilizada como indculo. Dentre elas, as mais importantes sdo as Saccharomyces spp. que
podem eliminar as leveduras do cultivo devido a producdo de toxinas. Outros géneros
como Candida, Brettanomyces e Pichia também sdo relatados como contaminantes
(DRAGONE et al., 2007).

2.2.2 Bactérias &cido laticas (BAL)

Dentre 0s micro-organismos relatados, a maior parte dos casos de contaminacao
da industria cervejeira ocorre pela presenca de bactéerias acido laticas. Algumas dessas

bactérias sdo formadoras de diacetil, devido ao desvio em sua via metabdlica, causando
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a deterioracdo da cerveja. Peyer et al. (2016) citam L. lactis e L. plantarum como

exemplos de espécies com essa capacidade.

As bactérias &cido laticas (BAL) sdo bactérias Gram-positivas, catalase
negativas, ndo formam esporos, microaerofilas ou estritamente anaerdbicas, néo
apresentam  motilidade, quimiorganotroficas e  nutricionalmente  exigentes
(RAMIREZ et al., 2011; HUERTAS, 2010). Apresentam crescimento na faixa de
temperatura de 5 a 45°C. S&o bactérias acidofilas, desenvolvendo-se em baixos valores
de pH (em torno de 4,5), e ttm como principal produto metabdlico o &cido latico
(FORSYTHE, 2013; RAMIREZ et al., 2011). S&o naturalmente encontradas no trato
gastrointestinal e geniturinario tanto de humanos como de animais
(NOGUEIRA, 2010). Estdo distribuidas na natureza, estando presentes no solo, agua,
alimentos e plantas (RAMIREZ et al., 2011).

Estes micro-organismos séo classificados, com relagdo ao seu metabolismo, em
homofermentativos e heterofermentativos. As bactérias homofermentativas produzem,
pela via glicolitica, duas moléculas de acido latico para cada molécula de glicose e nédo
hd producdo de gas. Este grupo é constituido por Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus e Streptococcus spp.. Por outro lado, as bactérias heterofermentativas
produzem uma molécula de &cido latico e uma molécula de etanol podendo haver
producdo de gas. Lactobacillus e Leuconostoc fazem parte deste grupo (RAMIREZ et
al., 2011; HUERTAS, 2010; FURTADO, 2010; DRAGONE et al., 2007).

Com relacdo a sua morfologia, as bactérias acido laticas podem ser divididas em
bastonetes e cocos (ou coco-bacilos). Lactobacillus e Carnobacterium caracterizam-se
por apresentarem-se na forma de bastonetes, enquanto os outros géneros apresentam-se
na forma de cocos. H4 uma excecdo, o género Weissella, que pode apresentar ambas as
morfologias (RAMIREZ et al., 2011; FURTADO, 2010).

As BAL sdo responsdveis por até 70% da deterioracdo nas cervejarias
(MENZ et al., 2010). A principal caracteristica da contaminacdo por BAL é 0 aspecto
amanteigado devido a formacdo de diacetil. Os principais géneros causadores de
deterioracdo microbiana da cerveja sdo Lactobacillus e Pediococcus (SUZUKI, 2011;
MENZ et al., 2010; KOURTIS e ARVANITOYANNIS, 2001).
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As linhagens responsaveis por este processo de deterioracdo sdo resistentes as
condicBes do meio, como por exemplo, a presenca dos compostos do ltpulo, alfa e beta
acidos, que atuam na preservacao do produto. Estudos indicam que as cepas causadoras
de deterioracdo encontradas na producdo cervejeira sofreram alteracbes genéticas ao
longo do tempo, de forma a serem capazes de se desenvolver no produto. O tamanho
das células sofreu reducdo de modo a reduzir a superficie de contato com o meio e
consequentemente com os compostos do ldpulo. Sem contar no desenvolvimento de
moléculas (transportadores) que expulsam os iso-acidos da célula, ndo permitindo sua
atuacdo antimicrobiana (SUZUKI, 2011; MENZ et al., 2010; DRAGONE et al., 2007).

2.3 Métodos de analise

2.3.1 Métodos convencionais

Os métodos convencionais de andlise microbiolégica caracterizam-se
principalmente pela sua execucdo simplificada. O plaqueamento das amostras é
realizado em meios de cultura padrdo e as placas sdo incubadas em temperaturas e
tempos adequados. Dentre os metodos tradicionais, 0s meios utilizados para deteccédo de
bactérias laticas sdo: Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e Orange Serum Agar (OSA).

O meio criado em 1960 por de Man, J. C., Rogosa, M. e Sharpe, M. E. ¢
destinado as bactérias do género Lactobacillus. Sua criacdo tem origem na necessidade
de um meio para melhorar o crescimento de Lactobacillus spp. em geral, visto que o
meio anteriormente utilizado (Briggs) inibia o crescimento de algumas espécies dessas
bactérias (DE MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960). Por outro lado, é considerado um
meio seletivo por conter acetato de sédio em sua formulacdo. Este € um agente de
selecdo que ndo permite o crescimento de outros micro-organismos que possam
concorrer pelos nutrientes no meio. Diversos trabalhos (GOLDIN et al., 1992;
ROSELINO, 2016; NERO et al., 2006) utilizam este meio para o crescimento de

Lactobacillus spp. desde a sua criacao.

Sua composi¢do foi criada com base em testes e compara¢des com o0 método
anterior. A melhor formulacdo encontrada, amplamente utilizada até hoje, € composta
por fontes de carbono, nitrogénio e vitaminas, agentes seletivos, sais inorganicos, agente

tamponante, agente surfactante e agente solidificante. O meio é considerado seletivo
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pela presenca de acetato de sodio e citrato de amonio e apresenta pH em torno de 6,5
apos sua esterilizacdo (DE MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960; NEOGEN, 2018).

O OSA foi desenvolvido para micro-organismos aciddfilos relacionados a
deterioracdo de alimentos (WITTHUHN et al., 2007). Desenvolvido por Glen L. Hays
(1951), o meio permitiu a melhora na detec¢do de contaminantes para o controle de
qualidade de produtos como o suco de laranja analisado na época. Atua como meio

seletivo devido a seu pH reduzido (5,5).

Sua formulacdo inclui soro de laranja, extrato de levedura, fontes de carbono e
nitrogénio, bem como agente solidificante. E utilizado para Lactobacillus spp.,
Saccharomyces cerevisiae (ALWAZEER et al., 2003) e bactérias &cido-tolerantes como
algumas espécies de Alicyclibacillus (WITTHUHN et al., 2007).

Porém, estes métodos ndo apresentam a precisdo necessaria em determinados
casos e podem tornar-se muito trabalhosos. A contagem das coldnias esta susceptivel a
erros, a interpretacdo dos resultados varia de acordo com o observador, particulas
residuais das amostras (sélidas, principalmente) podem resultar em uma contagem
erronea, entre outros fatores (SANT’ANA et al., 2002).

Desta forma, novos métodos foram desenvolvidos para minimizar essas
interferéncias. Os chamados métodos alternativos foram elaborados para reduzir a
influencia destes fatores. Um dos exemplos sdo as placas de Petrifilm® que apresentam
diversas aplicacGes como a contagem de bactérias aerdbias totais (SOUZA et al., 2015;
SANT’ANA et al., 2002), coliformes totais ¢ Escherichia coli (SOUZA et al., 2015;
SILVA et al., 2006), leveduras e fungos filamentosos (BIRD et al., 2015) e bactérias
acido laticas (SOUZA et al., 2015; NERO et al., 2006).

As placas de Petrifilm AC para bactérias acido laticas (Figura 5) sdo constituidas
de um cartdo de papel quadriculado revestido com polietileno no qual estdo presentes
nutrientes desidratados, agentes gelificantes soltveis a frio e um corante indicador. A
agua presente na aliquota quando em contato com o gel hidrossoluvel (a frio) resulta na
geleificacdo do meio. O indicador (tetrazolio) é reduzido no interior das células

resultando na coloragdo avermelhada das col6nias (3M, 2018; SOUZA et al., 2015).
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Figura 5. Placas de Petrifilm AC Bactérias acido laticas. (Fonte: 3M, 2018)

Condicdes especificas de cultivo sdo sanadas pela prépria placa. Para analise de
bactérias laticas, a placa possui compostos que eliminam o oxigénio do meio permitindo
um ambiente anaerdbio para o crescimento das células. Elimina a etapa de preparo de
meio, diluentes especiais e ajustes de pH por ser pronta para o uso. E recomendada para
diversas analises como testes ambientais, de alimentos e de bebidas para uma ampla
variedade de amostras. Apresenta precisdo, eficiéncia e consisténcia dos resultados
(3M, 2018).

Outras vantagens do método sdo o menor espaco ocupado, a menor quantidade
de material utilizada, a praticidade de utilizagdo, a longa vida de prateleira e
consequentemente  aumento da  produtividade (SOUZA et al, 2015;
TAVOLARO et al, 2005). Por outro lado, o armazenamento das placas deve ser feito a
temperatura e umidade controladas. Essas condi¢Ges garantem seu desempenho ao
longo da anélise (3M, 2018).

2.3.2 Espectrometria de massas — MALDI-TOF

A espectrometria de massas baseia-se na ionizacdo de compostos e sua
separacdo em virtude da relacdo massa/carga das moléculas ionizadas. O método de
MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization-Time of Flight) aplica
um sistema de ionizagdo por dessorcdo a laser assistida por matriz e a detecgdo é feita
pela analise do tempo de v6o das moléculas. Este método tem sido muito utilizado para
identificagcdo microbioldgica por aplicar uma forma mais branda de ionizag&o, assim as
moléculas nédo sofrem degradacéo e podem ser identificadas
(GOULART e RESENDE, 2013; JURINKE et al., 2004).
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A Figura 6 descreve a técnica aplicada pelo MALDI-TOF. A amostra € fixada
em um suporte condutor através de uma matriz (solucdo de acido hidroxicindmico). Um
feixe de laser é incidido sobre as amostras e a energia cedida causa a transferéncia de
prétons da matriz para a amostra ionizando as moléculas que sdo dessorvidas. Um tubo
a vacuo contendo um campo eletromagnético é responsavel pela separacdo dos ions
formados com base no tempo de véo de cada molécula. Esta separacédo € feita com base
na razao massa/carga (m/z) dos ions. Moléculas com tamanhos diferentes apresentam
razdes m/z diferentes. As moléculas sdo direcionadas para o detector que, conectado ao
software adequado, gera um espectro. A identificacdo é feita pela comparacdo do
espectro obtido com o banco de dados disponivel pelo fabricante (PASTERNAK, 2012;
JURINKE et al., 2004).

T Resultado (espectro)

Detector - T Detecgao
e 4
o0 o
o %,
Tubo de vdo 00 Separagéo (TOF)
apo

Laser
Aceleragédo da

amostra ionizada

Matriz cristalizada
com & amostra

MALDI

Figura 6. Esquema ilustrativo do método de MALDI-TOF.
(Fonte: GOULART e RESENDE, 2013)

Os resultados sdo expressos em uma tabela contendo género e espécie dos
micro-organismos mais provaveis. Para cada espectro é feita a comparacdo da posicao
da razdo massa/carga, da intensidade dos picos e da posicao relativa dos picos mais
relevantes originando em um Score Value (SV). Este pardmetro indica o grau de
confianca do resultado com base nas diversas comparagdes feitas. Todas as
identificacOes sdo acompanhadas deste valor, em base logaritmica (NAGY et al., 2012).
A interpretacdo deste valor é feita com base em intervalos. Para valores entre: 2,300-

3,000 a identificacdo de género e espécie sdo altamente provaveis, 2,000-2,299 ha
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identificacdo do género e provavel identificacdo da espécie, 1,700-1,999 ha provavel
identificacdo do género e 0,00-1,69 ndo ha identificacdo confidvel. Para todas as
amostras analisadas é dada uma tabela com os dez micro-organismos que apresentam

maior probabilidade de identificacdo classificados pelos seus respectivos SV.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Comparar a metodologia convencional com um método alternativo de isolamento
de bactérias acido laticas (Petrifilm®) a partir da anéalise de matéria-prima, amostras

ambientais e residuo produzido em uma planta cervejeira da cidade do Rio de Janeiro.
3.2 Obijetivos especificos

e Comparar a especificidade da metodologia convencional utilizando-se dois meios
diferentes de culturas para crescimento de bactérias &cido laticas, MRS e OSA,
com um método alternativo de anélise, o Petrifilm® AC Bactérias Acido Laticas.

e Realizar a caracterizacdo microbioldgica das coldnias isoladas a partir dos meios
de cultura convencionais e Petrifilm.

o Realizar a identificagdo taxondmica das colonias isoladas utilizando MALDI-TOF
MS.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparo das amostras

Foram analisados gréos maltados, amostras ambientais de uma planta de producéo
de cervejas artesanais e o residuo produzido. Os graos foram cedidos por um cervejeiro
artesanal, coletados em sacos esterilizados e mantidos a temperatura ambiente. A
amostragem ambiental e a coleta dos residuos foram realizadas em uma planta,
localizada na cidade do Rio de Janeiro, utilizada por cervejarias ciganas. Estas sdo
cervejarias que utilizam os equipamentos presentes na planta para a producédo de seus

produtos, funcionando como um contrato de aluguel (CHAVES, 2016).

As amostras ambientais foram coletadas através do método de Swab. O swab
estéril e umedecido (em solucdo diluente constituida de agua peptonada 0,1%) foi
atritado sobre a superficie de forma a obter uma amostra significativa da area analisada.
A haste foi manipulada pela sua extremidade, sendo esta parte eliminada ao ser inserida
no frasco de transporte contendo a solugdo diluente (LUCIANO et al., 2012;
PINHEIRO et al., 2010). A coleta dos residuos foi feita utilizando sacos estéreis de

forma analoga aos grdos de malte.

A amostragem foi executada de forma a representar 0s possiveis pontos de
contaminagdo na planta (DRAGONE et al, 2007). Desta forma, os pontos de coleta,
passiveis de amostragem, foram: tanque de mosturacdo, saida do trocador de calor
utilizado para resfriar 0 mosto antes da fermentacdo, mangueira de transferéncia do
mosto para o fermentador, dois fermentadores (valvula de saida de produto e valvula de
saida do extrato de levedura) e mangueira de envase. A Figura 7 mostra os locais das
coletas ambientais e do residuo.
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Figura 7. (a) Locais de coleta: tanque de mosturagdo, (b) saida do trocador de calor,
(c) mangueiras de transferéncia e de envase, (d) fermentador (valvula de saida de produto e
valvula de saida do extrato de levedura), (e) residuo (Fonte: O autor, 2017)

4.2  Analise microbioldgica

Tanto os grdos de malte quanto o residuo foram pesados (10 g) e homogeneizados
em 90 mL de &gua peptonada 0,1% (m/v). J& as amostras ambientais foram

homogeneizadas no préprio meio de coleta (swab).

Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas, de forma a possibilitar a
contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC). A Figura 8 ilustra o
procedimento utilizado. A escolha de quais dilui¢cbes seriam plaqueadas foi feita com

base na estimativa da populacéo inicial de micro-organismos presentes nas amostras.
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Desta forma, foram plaqueadas (em duplicata) as diluicdes 10° e 107 para as amostras

ambientais e 10" e 10 para os gros e o residuo.
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Figura 8. Esquema generalizado para realizagéo das dilui¢Ges seriadas. (Fonte: O autor, 2017)

Foram utilizados trés meios de cultura para a contagem total dos micro-
organismos: OSA (BBL), MRS (HIMEDIA) e Petrifilm® (3M). Nos meios OSA e
MRS, o plaqueamento foi realizado em profundidade, plagueando 1 ml de cada
diluicdo. Para o Petrifilm, o plaqueamento foi realizado em superficie, usando também 1
ml de cada diluicdo. Todas as placas foram incubadas por 48 horas em estufa a 30°C
(OSA) e 35°C (MRS e Petrifilm). A contagem total das unidades formadoras de coldnia
foi feita manualmente e os resultados expressos em logUFC/mL.

4.3 Caracterizacdo microbiolégica

Apbs a contagem total das UFC foi realizado o isolamento de algumas col6nias a
fim caracterizar os micro-organismos isolados. Esta etapa foi executada visualmente
com base nas caracteristicas de crescimento de cada colnia. O isolamento foi realizado
utilizando-se uma alga bacterioldgica e aplicando-se a técnica de esgotamento. O meio
utilizado nesta etapa foi 0 MRS e a incubacéo foi feita a 35°C por 24 horas. Os isolados
oriundos dos gréos, das amostras ambientais e do residuo foram submetidos a coloragéo

de Gram. Desta forma foi possivel inferir sobre as caracteristicas morfotintoriais.
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4.4 ldentificacdo microbioldgica

A identificacdo dos isolados oriundos dos grdos, das amostras ambientais e do
residuo foi realizada no Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia Médica - LIMM,
localizado no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes (Centro de Ciéncias da Saude -
CCS/UFR)).

Para o preparo das amostras, os isolados foram plagueados em MRS e incubados
durante 24 horas a 35°C. O método de MALDI-TOF foi aplicado para a identificacdo
dos isolados utilizando a técnica direta, ou seja, ndo houve etapa prévia de tratamento

das células.

Uma coldnia de cada isolado foi transferida para spots de uma placa condutora e 1
ul da matriz foi aplicada. Esta matriz consiste de uma solucéo de &cido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico, na concentracao de 10mg/mL (diluicdo feita em uma solucdo contendo
50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético). Apds secagem da solucdo matriz,
em temperatura ambiente, a placa foi inserida no equipamento (Microflex-LT MALDI-
TOF MS, Bruker Daltonik). A calibracdo foi feita com um padrdo externo de
Escherichia coli. Cada spot foi devidamente identificado e os espectros foram obtidos.
Os perfis de cada espectro foram importados para o software MALDI Biotyper
Version 3.1, fornecido pelo fabricante do equipamento, que possui 0 banco de dados
para a comparacao e obtencdo automatica dos resultados.

45 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism
(versdo 5.03, 2009). Os resultados de contagem total foram avaliados através da analise
de variancia (ANOVA) one-way, seguida de teste a posteriori de Tukey de comparagéo

maultipla considerando o nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise microbioldgica

A Tabela 1 apresenta a contagem total, em logUFC/mL, realizada nos trés meios
analisados (MRS, OSA e Petrifilm) dos grdos de malte, das amostras ambientais

coletadas e do bagaco de malte.

Tabela 1. Contagem total média (logUFC/mL) dos grdos de malte, das amostras ambientais e
do bagaco de malte.

Origem MRS OSA Petrifilm
Mateéria-prima
Graos de malte 4,31° 5,03 ° 2,40 °
Amostras ambientais
Tanque de mosturacéo 1,992 2,302 1,48°
Saida do trocador de calor 0,59° 2,00° 0,24°
Mangueira (transferéncia) 1,11° 1,882 0,00 ¢
Fermentador 1 (valvula superior) 0,15° 0,00 0,00?
Fermentador 1 (valvula inferior) 1,27°2 1,222 0,85°
Fermentador 2 (vélvula superior) 3,52° 4,40° 1,54°¢
Fermentador 2 (valvula inferior) 0,35°% 0,00° 0,00 ?
Mangueira (envase) 0,154 0,004 0,00°
Residuo
Bagaco de malte 3,61° 419° 0,00 °

P& \/alores na mesma linha seguidos de letras diferentes indicam que ha diferenca significativa
entre as médias (p<0,05) segundo ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

A partir dos valores apresentados constata-se que houve diferenca significativa
entre os trés meios para os grdos de malte, a valvula superior do fermentador 2, a
mangueira de transferéncia e o bagaco. O meio OSA apresentou a maior contagem,
seguida do meio MRS. O Petrifilm exibiu a menor contagem total. As maiores
contagens nos meios convencionais (MRS e OSA) podem indicar que outros micro-
organismos, e nao apenas bactérias laticas, encontraram condi¢des favoraveis para seu

desenvolvimento.

Bokulich e Bamforth (2013) citam que os gréos de malte podem conter diversos

micro-organismos, dentre 0s quais estdo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
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leveduras e fungos filamentosos. O meio OSA apresenta como Unica barreira o pH
menor (em torno de 5,5), desta forma o maior crescimento neste meio indica a presenga
de micro-organismos acidofilos ou &cido tolerantes. O meio MRS, apesar de conter
agentes seletivos, pode permitir o crescimento de outros micro-organismos, devido ao
fato de ser um meio rico nutricionalmente e possuir pH mais neutro (por volta de 6,5).
Ja o Petrifilm tem uma maior seletividade, devido a presencga de agentes seletivos bem
como de compostos responsaveis por manter a anaerobiose do meio (3M, 2018).

O tanque de mosturacdo ndo apresentou contagens diferentes para 0s meios
MRS e OSA, porém para o Petrifilm o resultado encontrado foi inferior. Conforme
discutido acima, a presenca de agentes seletivos e a manutencdo de anaerobiose no
Petrifilm inibem o crescimento de uma maior variedade de micro-organismos quando

comparado aos meios MRS e OSA.

Para as amostras oriundas do fermentador 1 (valvulas superior e inferior), do
fermentador 2 (valvula inferior) e da mangueira de envase, ndo houve diferenca
significativa na contagem dos trés meios. Ortonali et al. (2007) ao analisar o
crescimento de bactéria acido latica de leite, compararam o0 meio MRS com o Petrifilm.
Apesar das diferentes linhagens estudadas, ndo houve diferenca significativa no
crescimento nos meios empregados. Da mesma forma, Nero et al. (2006, 2008)
observaram que estes métodos nao apresentaram diferenca com relagdo a contagem total
de unidades formadoras de colbnia. Os autores citados analisaram uma matriz lactea
cuja variedade microbiolégica € menor. O presente trabalho apresenta um produto com
maior diversidade microbioldgica, apresentando leveduras e outros possiveis micro-
organismos que possam se desenvolver nessa matriz. Desta forma, acredita-se que a

baixa contagem total pode ter resultado na auséncia de diferenca entre os meios.

Ja na saida do trocador, houve diferenca entre 0 meio OSA e os demais (MRS e
Petrifilm), com uma contagem maior no primeiro. O meio OSA apresenta 0 pH como
unico agente seletivo. Assim, o maior crescimento neste meio pode indicar a presenca
de micro-organismos que crescem melhor em pH baixo. J& a presenga de acetato de
sodio em sua composi¢do, permite que o MRS iniba o crescimento de alguns micro-
organismos. O Petrifilm por sua vez, apresenta duas barreiras seletivas: a presenca de

agentes seletivos e de compostos que eliminam o oxigénio disponivel no meio.
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5.2 Caracterizacdo e identificagdo microbiologica

Foram isoladas 46 colonias das 10 fontes analisadas dos trés meios aplicados.
Dentre estas colonias, 39 foram caracterizadas pela coloracdo de Gram e/ou
identificadas pelo MALDI-TOF MS.

Os isolados caracterizados e identificados estdo na Tabela 2, abaixo. S&o
dispostos os resultados encontrados para a coloragdo de Gram, a morfologia observada
na microscopia e a identificagdo por espectrometria de massas MALDI-TOF dos

isolados dos trés meios analisados (MRS, OSA e Petrifilm) das dez fontes de analise.
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Tabela 2. Caracterizagcdo por microscopia e/ou identificacdo a partir da analise pelo método de MALDI-TOF MS dos isolados provenientes dos graos de

malte, das amostras ambientais e do bagaco de malte e seus respectivos meios de cultura.

Origem Isolados Meio Teste de Gram Morfologia Identificacdo sv!
Matéria-prima
Gréos de malte 1 MRS Positivo Cocobacilos Sem identificacédo -
2 MRS Positivo Cocobacilos Enterobacter cowanii 2,003
3 MRS Positivo Cocobacilos Sem identificacdo -
4 MRS Positivo Cocobacilos Sem identificacdo -
5 OSA Positivo Cocobacilos Sem identificacdo -
6 OSA Positivo Cocobacilos Enterobacter cowanii 1,777
7 OSA Positivo Cocobacilos Enterobacter cowanii 2,065
8 Petrifilm Positivo Cocobacilos Enterobacter cowanii 1,876
9 Petrifilm Positivo Cocobacilos Enterobacter cowanii 1,768
Amostras ambientais
Tanque de mosturago 10 MRS sc? sc? Klebsiella pneumoniae 2,265
11 MRS Positivo Cocos Enterobacter kobei 2,260
12 OSA Positivo Bastonetes Sem identificagdo -
13 OSA Positivo Cocos Sem identificagdo -
14 Petrifilm sc? sc? Sem identificacio -
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Tabela 2 (continuacao). Caracterizacdo por microscopia e/ou identificacdo a partir da analise pelo método de MALDI-TOF MS dos isolados provenientes
dos graos de malte, das amostras ambientais e do bagaco de malte e seus respectivos meios de cultura.

Amostras ambientais

Saida do trocador de calor 15 MRS sc® scC® Klebsiella pneumoniae 2,072
16 MRS Positivo Cocos Klebsiella pneumoniae 2,098
17 OSA sc? sc? Staphylococcus hominis 2,219
18 Petrifilm Positivo Cocos Lactococcus lactis 2,291
19 Petrifilm SCG* Levedura Sem identificacio -
Mangueira (transferéncia) 20 MRS Positivo Bastonetes Staphylococcus warneri 1,807
21 OSA sc’ sc? Sem identificacio -
Fermentador 1 (v. superior) 22 MRS sc’ sC? Sem identificacao -
23 OSA sc? sc? Sem identificacio -
Fermentador 1 (v. inferior) 24 MRS Positivo Cocos Leuconostoc pseudomesenteroides 1,904
25 MRS Positivo Bastonetes Lactobacillus plantarum 2,218
26 OSA sc? sc? Sem identificacio -
27 Petrifilm Positivo Bastonetes Lactobacillus plantarum 2,369
28 Petrifilm Positivo Bastonetes Lactobacillus plantarum 2,354
29 Petrifilm Positivo Bastonetes Lactobacillus plantarum 1,822
30 Petrifilm Positivo Cocobacilos Sem identificacédo -
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Tabela 2 (continuacao). Caracterizacdo por microscopia e/ou identificacdo a partir da analise pelo método de MALDI-TOF MS dos isolados provenientes
dos graos de malte, das amostras ambientais e do bagaco de malte e seus respectivos meios de cultura.
Amostras ambientais

Fermentador 2 (v. superior) 31 MRS SCG® Levedura Candida robusta 2,040
32 MRS SCG* Levedura Candida robusta 1,907
33 MRS SCG* Levedura Sem identificacio -
34 OSA SCG* Levedura Candida robusta 1,836
35 OSA sc’ sc’ Bacillus megaterium 2,190
36 Petrifilm Positivo Cocos Sem identificagdo -
37 Petrifilm SCG* Levedura Candida parapsilosis 1,709

Fermentador 2 (v. inferior) 38 MRS Positivo Cocos Sem identificacdo -

Mangueira (envase) 39 MRS sc® sc® Sem identificacéo -
40 OSA sc? sc? Sem identificacio -

Residuo

Bagaco de malte 41 MRS SCG? Levedura Candida krusei 2,096
42 MRS SCG? Levedura Candida krusei 2,147
43 MRS SCG? Levedura Candida krusei 1,840
44 OSA SCG’? Levedura Candida robusta 1,966
45 OSA SCG* Levedura Candida lusitaniae 2,027
46 OSA SCG* Levedura Sem identificacédo -

~1SV: Score value. Para valores entre 2,300-3,000 a identificacdo de género e espécie sdo altamente provéveis, 2,000-2,299 hé identificacdo do género e
provével identificacdo da espécie, 1,700-1,999 hé& provavel identificacdo do género e 0,000-1,699 ndo ha identificacdo confidvel. ’SCG: Sem Coloracdo de
Gram (as leveduras ndo apresentam coloragdo de Gram). *SC: Sem Caracterizagéo (referente aos isolados que no puderam ser caracterizados)
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5.2.1 Graos de malte

A partir da analise microscopica, ap6s coloracdo de Gram, foram identificados
cocobacilos Gram-positivos em todos os isolados obtidos pela analise dos grdos de
malte (Figura 9). O desenvolvimento deste grupo de bactérias € possivel nos trés meios
analisados visto que 0 MRS e o Petrifilm foram desenvolvidos para bactérias laticas, um
grupo de bactérias Gram-positivas. O OSA por sua vez, foi elaborado para a analise de
micro-organismos acidofilos dentre os quais se encontram algumas bactérias Gram-

positivas, como as bactérias laticas, por exemplo.

Figura 9. Cocobacilos Gram-positivos isolados dos grdos de malte. (Fonte: O autor, 2017)

Em contrapartida, a identificagdo taxonémica pelo método de MALDI-TOF
indicou a presenca de Enterobacter cowanii tanto nos meios convencionais (MRS e
OSA) como no Petrifilm. Dado que foi observado o resultado positivo para coloracédo de
Gram, a identificacdo realizada pela espectrometria de massas é inconsistente. Outro
fator que deve ser considerado € o fato de bactérias Gram-positivas terem efeito
antagbnico sobre bactérias Gram-negativas. As condicBes favoraveis ao
desenvolvimento das bactérias Gram-positivas, bactérias acido laticas, por exemplo, néo
sdo propicias ao desenvolvimento de bactérias Gram-negativas (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2008). Técnicas moleculares de identificacio seriam necessarias para esta

confirmagcéo, visto que o resultado dado pelo MALDI-TOF ndo foi congruente.
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O MALDI-TOF é amplamente empregado na identificacdo de micro-organismos
da area clinica. O banco de dados fornecido pelo fabricante é constituido de espécies de
interesse clinico, principalmente patdgenos. Assim, problemas na identificagdo em
amostras de origem alimentar sdo relatados na literatura. A escassa presenca de
espectros de micro-organismos de origem alimentar ou até mesmo a auséncia destes no
banco de dados resulta na identificagdo equivocada destes isolados
(DUNCAN et al., 2016; CAROLIS et al, 2014; CROXATTO, 2012).

5.2.2 Tanque de mosturagéo

No tanque de mosturacdo foram isoladas duas coldnias do MRS e duas do OSA.
A caracterizacdo dos isolados resultou em cocos Gram-positivos no MRS e em
bastonetes e cocos Gram-positivos nos respectivos isolados do OSA (Figura 10). Néo
foi possivel caracterizar os isolados do Petrifilm. A maior variedade morfoldgica no
OSA pode indicar a presenca de micro-organismos que apresentam melhor crescimento
em pH mais baixo quando comparado ao MRS mesmo ndo sendo encontrada diferenca

significativa na contagem total destes dois meios.

Figura 10. (a) Cocos Gram-positivos e (b) bastonetes Gram-positivos isolados do tanque de
mosturacdo. (Fonte: O autor, 2017)

A identificagdo taxondmica dos micro-organismos isolados do MRS resultou em
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter kobei. Este resultado diverge do encontrado na
coloracdo de Gram visto que ambos os géneros identificados sdo bactérias Gram-
negativas. A identificacdo equivocada dos isolados pelo MALDI-TOF ocorre

provavelmente devido a deficiéncia do banco de dados fornecido pelo fabricante que é
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direcionado para a area clinica, conforme discutido na secdo 5.2.1 (DUNCAN et al.,
2016; CAROLIS etal, 2014; CROXATTO, 2012). A formacdo de metabolitos e
alteracdo das condicGes do meio pelas bactérias Gram-positivas pode resultar, como
citado anteriormente, na inibicdo do desenvolvimento de bactérias Gram-negativas
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2008).

5.2.3 Saida do trocador de calor

Na saida do trocador de calor foram obtidos dois isolados do MRS, um do OSA
e dois do Petrifilm. Verificou-se a presenga de cocos Gram-positivos no MRS e no
Petrifilm (Figura 11). Notou-se também a presenca de leveduras em um dos isolados do
Petrifilm (Figura 12). A identificacdo deste micro-organismo em um meio seletivo para
bactérias laticas indica que apesar do uso de agentes inibidores e corante diferencial
para estas bactérias, esta linhagem de leveduras encontrou condi¢Ges para seu
desenvolvimento. A anaerobiose gerada no meio provavelmente permitiu seu

desenvolvimento por apresentarem metabolismo fermentativo (HUTZLER et al., 2015).

Figura 11. (a) Cocos Gram-positivos identificados no MRS e (b) no Petrifilm isolados da saida
do trocador de calor. (Fonte: O autor, 2017)
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Figura 12. Leveduras identificadas no Petrifilm isolados da saida do trocador de calor.
(Fonte: O autor, 2017)

A identificacdo pelo MALDI-TOF mostra a presenca de Lactococcus lactis no
isolado proveniente do Petrifilm. Este género integra o grupo de bactérias acido laticas,
caracteriza-se por apresentar metabolismo fermentativo, morfologia de cocos, Gram-
positivo e exigéncia nutricional (RAMIREZ et al., 2011; BOLOTIN et al., 2001). Assim
a identificacdo deste micro-organismo no Petrifilm reforca as condicGes para o
crescimento deste grupo de bactérias oferecidas por este meio. Lactococcus lactis sdo
naturalmente encontrados em plantas e animais, apresentando vida livre, bem como no
trato gastrointestinal animal (RAMIREZ et al., 2011; BOLOTIN et al., 2001). Sua
presenca na planta cervejeira € inevitavel. Por outro lado, o género Lactococcus nao €
comumente isolado de cervejas (devido as condicdes adversas desta matriz), logo sua
presenca indica contaminagdo ambiental (BOKULICH e BAMFORTH, 2013).

Em contrapartida, o isolado do MRS foi identificado como Klebsiella
pneumoniae, uma bactéria Gram-negativa. A analise microscopica permitiu a
visualizacdo clara de bactérias Gram-positivas neste isolado, logo a identificacdo feita
pela andlise espectrofotométrica ndo foi coerente. Os fatores discutidos na se¢do 5.2.1

ratificam, novamente, a ocorréncia deste equivoco.

O isolado do OSA ndo pdde ser caracterizado, porém foi identificado pelo
MALDI-TOF como Staphylococcus hominis. Sua presenca na planta produtiva é
factivel, visto que este género faz parte da microbiota da pele e mucosas de humanos e

animais. Desta forma, € comum a contaminacao por este género caso a higienizacao ndo
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seja feita corretamente (MARINO et al., 2011). Com relacdo ao meio em que foi
identificado, 0 OSA apesar do pH mais baixo pode permitir o desenvolvimento deste
micro-organismo uma vez que este género apresenta uma faixa de pH ampla (4,8-8,0)
que permite seu crescimento (ALBRECHT, 2018).

5.2.4 Mangueira de transferéncia

Na mangueira utilizada para a transferéncia do mosto para os tanques de
fermentacdo, a analise em MRS resultou em dois isolados, sendo apenas um passivel de
caracterizacdo e identificacdo. Pela andlise microscopica observaram-se bastonetes

Gram-positivos (Figura 13).

Figura 13. Bacilos Gram-positivos identificadas no MRS isolados da mangueira de
transferéncia. (Fonte: O autor, 2017)

A identificacdo pelo MALDI-TOF, por sua vez, sugeriu a presenca de
Staphylococcus warneri, porém com um SV baixo (1,807) indicando uma provavel
identificacdo de género. Desta forma, essa identificacdo ndo é inteiramente confiavel.
Através da morfologia observada pode-se considerar a presenca de bactérias acido

laticas, porém néo é possivel afirmar este resultado.

5.2.5 Fermentador 1 — Valvula inferior

No fermentador 1, na valvula inferior destinada a retirada do extrato de
leveduras apos o termino da fermentacéo foram isoladas duas col6nias do MRS e quatro

do Petrifilm. O Petrifilm apresentou, na analise microscopica, em trés isolados
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bastonetes Gram-positivos (Figura 14a) e cocobacilos Gram positivos no quarto isolado
(Figura 14b). Na espectrometria de massas os bastonetes foram identificados como
Lactobacillus plantarum com valores de SV acima de 2,000 (com excec¢éo ao isolado
numero 29). A identificacdo de bactérias acido laticas no Petrifilm ratifica sua proposta
para o desenvolvimento deste grupo de bactérias. O quarto isolado proveniente do
Petrifilm ndo foi identificado pelo MALDI-TOF.

Figura 14. (a) Bastonetes Gram-positivos e (b) cocobacilos Gram-positivos no Petrifilm
isolados do tanque de fermentacdo 1 (v. inferior). (Fonte: O autor, 2017)

No MRS foram observados cocos (em cadeia) (Figura 15) e bastonetes Gram-
positivos nos respectivos isolados. O MALDI-TOF identificou os cocos Gram-positivos
como Leuconostoc pseudomesenteroides e 0s bastonetes Gram-positivos como
Lactobacillus plantarum. As identificacbes e as caracteristicas observadas na
microscopia apresentam congruéncia, visto que o género Leuconostoc € Gram-positivo
e apresenta-se em cocos em cadeia e 0 género Lactobacillus é Gram-positivo e com
morfologia de bastonetes.
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Figura 15. Cocos Gram-positivos em cadeia identificados no MRS isolados do tanque de
fermentagéo 1 (v. inferior). (Fonte: O autor, 2017)

Uma possivel origem destas bactérias &cido laticas advém do fato da valvula
encontrar-se em contato com o ambiente. Desta forma, pode haver contaminagéo
ambiental visto que os as bactérias acido laticas sdo micro-organismos de vida livre
(RAMIREZ et al., 2011). Bokilich e Bamforth (2013) indicam a presenca de bactérias
laticas como deterioradoras na etapa de fermentacdo. Assim, é de suma importancia o
controle microbiol6gico dos equipamentos para que ndo haja perda da batelada

produzida devido a presenca destas linhagens contaminantes.

Por outro lado, devido ao fato de ser uma planta industrial destinada a
cervejarias ciganas, a cerveja produzida anteriormente a coleta pode aplicar este micro-
organismo (uma linhagem especifica) na sua producéo, se for uma cerveja do tipo sour,
por exemplo. A posterior higienizacdo pode ndo ter sido feita corretamente resultando

na permanéncia deste micro-organismo no local.

De modo geral, o crescimento dos isolados apresentou-se nos meios destinados
as bactérias acido laticas, MRS e Petrifilm, e foram identificadas como tais pela
espectrometria de massas. Desta forma, percebe-se a validade das condigdes destes

meios para o desenvolvimento deste grupo de bactérias.
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5.2.6 Fermentador 2 — Valvula superior e inferior

No fermentador 2, na valvula superior, destinada a retirada do produto, foram
isoladas trés colonias do MRS, duas do OSA e duas do Petrifilm.

Nos trés isolados do MRS e em um do OSA, a analise microscopica permitiu a
verificacdo da presenca de leveduras (Figura 16). Por serem meios menos complexos, o
MRS e OSA apresentam condigdes favoraveis de crescimento a uma maior variedade de
micro-organismos. A identificacdo pelo MALDI-TOF condiz com o observado, sendo
identificado Candida robusta em trés dos quatro isolados citados (um dos isolados nao

foi identificado).

Figura 16. Leveduras identificados no MRS e OSA isolados do tanque de fermentacéo 2
(v. superior). (Fonte: O autor, 2017)

A identificacdo de Candida robusta no tanque de fermentacdo pode provir de
sua semelhanca genética com a Saccharomyces cerevisiae (sendo, inclusive, tratados
como pseuddénimos) (TORNARI-LEHOCKI, 2000). Desta forma, sua identificacdo na
valvula do tanque deve-se a aderéncia de células no momento de retirada do mosto
fermentado. Porém, por apresentar-se em vida livre, pode indicar uma contaminagéo
ambiental, posto que a valvula se encontrava aberta em contato com o ambiente. O meio
MRS ¢ rico nutricionalmente e possui pH proximo ao neutro, desta forma apresentou

condic@es favoraveis ao desenvolvimento deste micro-organismo.
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O segundo isolado do OSA ndo pdde ser caracterizado, porém foi identificado
pelo MALDI-TOF como Bacillus megaterium. A possivel presenca de Bacillus
megaterium pode indicar a contaminagdo do mosto. Estes micro-organismos Ss&o
formadores de esporos e podem estar presentes em diversos ambientes, inclusive em
plantagcdes. Assim, a contaminacgdo dos graos pode ter ocorrido gerando a contaminacao
do mosto e consequentemente este micro-organismo foi identificado na valvula do
tanque de fermentagdo. Bokulich e Bamforth (2013) apontam a presenga de Bacillus
spp. causando a deterioracdo do mosto devido a sua acidificacdo e a formacao de
nitrosaminas. O meio OSA permite a entrada de oxigénio por ndo apresentar nenhum
agente de barreira deste tipo, assim o B. megaterium ndo encontrou inibicdo para
desenvolver-se neste meio por ser um micro-organismo aerobio (VARY et al., 2007).

Um dos isolados do Petrifilm apresentou-se como cocos Gram-positivos ao ser
observado em microscépio (Figura 17a). As bactérias Gram-positivas analisadas podem
ser bactérias &cido laticas, caracteristicas deste meio, por agruparem micro-organismos
que apresentam a morfologia observada (Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Leuconostoc). Por outro lado, verificou-se a presenca de leveduras no
segundo isolado analisado (Figura 17b). Como discutido anteriormente, estas leveduras
encontraram condicfes para seu desenvolvimento apesar das barreiras seletivas de

crescimento empregadas no Petrifilm.

Figura 17. (a) Cocobacilus Gram-positivos e (b) leveduras identificados no Petrifilm isolados
do tanque de fermentag&o 2 (v. superior). (Fonte: O autor, 2017)
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A valvula inferior do fermentador 2 apresentou crescimento apenas no MRS,
originando um isolado deste meio. Através da microscopia, a morfologia observada foi

cocos, em cachos, Gram-positivos.

5.2.7 Bagaco de malte

Do bagaco de malte foram obtidos trés isolados do MRS e trés do OSA. Na analise
microscopica, os seis foram caracterizados como leveduras. Porém, foram observadas
células alongadas (Figura 18a) nos isolados 41, 42, 43 e 46 e células arredondadas
(Figura 18b) nos isolados 44 e 45. A identificagcdo pelo MALDI-TOF coincide com o
observado. As células alongadas foram identificadas como Candida krusei enquanto as

células arredondadas foram identificadas como Candida robusta e Candida lusitaniae.

Figura 18. (a) Leveduras identificadas no MRS e (b) OSA isolados do bagaco de malte.
(Fonte: O autor, 2017)

Os meios MRS e OSA ndo contém barreiras tecnoldgicas especificas para o
crescimento destas leveduras, desta forma as condicbes encontradas foram favoraveis

para seu desenvolvimento.

Hutzler et al. (2015) indicam a presenca de Candida krusei na producdo de
cervejas, porém quando fermentacdo espontanea € aplicada. Neste caso, as leveduras
responsaveis por fermentar o mosto provém do ambiente. Os fungos em geral

apresentam-se em vida livre, sendo encontrados na natureza de forma geral, bem como
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na pele humana, mucosas, trato gastrointestinal e reprodutor (LEITE JR et al., 2011,
SILVA, 2011). A presenca destas espécies no bagaco de malte analisado indica
contaminagdo ambiental visto que ndo é utilizada a fermentacdo natural. Assim, esta
contaminacdo deve-se, provavelmente, ao fato deste residuo ser armazenado em

reservatorios abertos, em contato com o ambiente.

Em sintese, o Petrifilm permitiu a maior seletividade de crescimento quando
comparado aos meios convencionais (MRS e OSA). Em virtude da presenca de agentes
seletivos e do controle de anaerobiose através de compostos que eliminam o oxigénio
este meio é capaz de selecionar um grupo restrito de micro-organismos. Dentre 0s dez
isolados provenientes do Petrifilm, 80% foram caracterizados como bactérias Gram-
positivas. Dentre estas, 50% foram identificadas pelo MALDI-TOF como bactérias

acido laticas apresentando um Score Value acima de 2,000 na maior parte dos casos.

Por outro lado, a identificacdo de leveduras em dois isolados indica certa
vulnerabilidade do método. A anaerobiose do meio foi, possivelmente, responsavel por
permitir o desenvolvimento deste micro-organismo. A presenca de agentes inibidores

ndo foi suficiente para reprimir seu crescimento.

Os métodos convencionais apresentam maior simplicidade em sua formulacao
com relagdo a estes agentes seletivos. O MRS possui acetato de sédio que atua como
uma barreira inibitoria para o crescimento de alguns micro-organismos, porém ainda
permite o desenvolvimento de uma maior variedade de géneros por apresentar pH mais
neutro e ser rico nutricionalmente. O OSA ndo apresenta nenhum composto em sua
formulacdo responsavel por atuar como inibidor. Possui apenas o pH reduzido (em
torno de 5,5) e este é seu unico fator de barreira. Dos 29 isolados provenientes dos
meios convencionais, 51,7% foram caracterizados com bactérias Gram-positivas das

quais apenas 13,3% foram identificadas como bactérias &cido laticas pelo MALDI-TOF.

O uso da espectrometria de massas permitiu a identificacdo de aproximadamente
50% de todos os isolados analisados de forma congruente a analise microscopica. O uso
do banco de dados fornecido pelo fabricante apresenta espectros de micro-organismos
de interesse clinico. Assim amostras de origem alimentar e ambiental estdo susceptiveis
a identificagdo equivocada ou a ndo identificagdo devido a auséncia de um espectro de

referéncia. Existe a escassez de dados referentes aos micro-organismos ambientais e de
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agentes de importancia alimentar, principalmente contaminantes e deterioradores
(DUNCAN et al., 2016; AGUSTINI, 2014; CROXATTO, 2012). Para a analise destas
matrizes se faz necessario um banco de dados complementar com um numero de
espectros representativo dos micro-organismos de interesse. Este banco de dados deve
ser implementado a partir da insercdo de espectros de micro-organismos identificados

por outros métodos, como a biologia molecular (AGUSTINI, 2014).

Dentre os resultados encontrados, algumas identificagdes indicam possiveis
pontos de contaminacdo. A manipulacdo inadequada, a limpeza ineficiente dos
equipamentos e o contato com o ambiente sdo fontes de entrada de micro-organismos
deterioradores na planta produtiva. Tanto a higiene pessoal como a limpeza dos
equipamentos devem garantir a seguranga no processo. Até mesmo o armazenamento do
residuo deve ser feito de forma adequada por poder ser, posteriormente, destinado a
producdo de racdo animal. A contaminacdo por fungos filamentosos pode causar a
formacdo de micotoxinas que ndo sdo eliminadas no tratamento térmico. Assim, a
andlise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC) ao longo da cadeia produtiva
torna-se imprescindivel para a garantia da qualidade do produto e sua seguranca. Frente
a estas observac0es fica clara a importancia das boas praticas de fabricacdo na producéo

alimenticia de modo geral.
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6 CONCLUSOES

e A contagem total no meio Petrifilm foi menor, na maior parte dos casos, quando
comparada aos meios convencionais, apresentando maior seletividade quando as
colonias isoladas foram identificadas.

e Apesar da maior seletividade, a tecnologia aplicada no Petrifilm parece nédo ser
suficiente para o desenvolvimento exclusivo de bactérias &cido laticas, uma vez
que leveduras foram detectadas neste meio.

e A andlise microscopica permitiu a caracterizacdo dos isolados de forma
satisfatoria.

e A identificagdo pelo MALDI-TOF MS apresentou baixa eficiéncia na
identificacdo dos isolados analisados, visto que resultados equivocados foram

detectados.
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