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Resumo

A utilizacdo de métodos inovadores de estabilizagcdo microbiolégica em
alimentos como alternativa ao método térmico tem se mostrado promissora para a
obtengcdo do melhor compromisso entre seguranga e qualidade. Alta pressao
dindmica e bioprotecado sao tecnologias inovadoras: alta pressédo dinamica (APD)
ou homogeneizacdo por ultra alta pressao (HUAP) utiliza-se de sistemas de
compressao de fluido a pressbes superiores a 100MPa, para entdo forcar o fluido
através de uma estreita fenda causando brusca aceleracdo e forcas de
cisalhamento resultando na ruptura de células de microrganismos; bioprotecgéao,
por sua vez, consiste no emprego de substancias naturais ou produzidas a partir
de fontes alimenticias com atividade antimicrobiana para a estabilizacao
microbiolégica de alimentos e processos.

Concentragdes inibitérias minimas (MIC) de nisina, lisozima, extrato de
lpulo e sakacina foram medidas contra Lactobacillus brevis e delbruecki,
Acetobacter aceti, Pediococcus sp. e duas cepas de leveduras selvagens. Nisina
foi capaz de inibir o crescimento de Pediococcus sp (2,0 mg.L™"), L. brevis (3,0
mg.L") e L. delbruecki (0,8 mg.L’"), no entanto, o A. aceti ndo foi inibido até
concentracdes de 0,2 g.L™". Lisozima inibiu L. delbruecki (1,0 mg.L™") e exibiu uma
inibicao transitéria sobre L. brevis (50 mg.L™).

Alta pressao dinamica foi empregada sobre 0s mesmos microrganismos a
pressoes de 60, 100, 150, 250 MPa em cerveja (pH 4,5; 2,5°P; 4,7°GL). O valor de
Dp, taxa de redugdo logaritmica do microrganismo mais resistente foi calculada.
Um experimento de multiplas passagens foi realizado a pressdes subletais até 3

passagens pelo sistema.

Todas as linhagens foram inativadas a pressdées de até 250 MPa, mesmo
em contagens iniciais altas da ordem de (10°UFC/mL). L. delbruecki foi a linhagem
mais resistente com um Dp de 38,9 MPa. No ensaio de multiplas passagens pelo

sistema foi observado que o efeito de tratamentos consecutivos resultou em um
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efeito aditivo, ndo tendo sido observado sinergismo ou antagonismo por selecao
de bactérias resistentes.

Foi avaliado o efeito da temperatura de entrada (6, 10, 20, 23, 30, 44, 50°C)
e concentragdo de COz na cerveja (0; 0,5; 1,0 e 2,0 volumes a 25°C) na destrui¢éo
de L. delbruecki, a 150 e 170 MPa. A temperatura de entrada causou um efeito
positivo sobre a destruicdo e 3 ciclos logaritmicos de diferenga no numero de
reducdes decimais foi observado entre 6 e 50C. Por sua vez, a concentragao de
CO, causou um efeito negativo sobre a destruigao.

Lactobacillus brevis, um dos microrganismos mais resistentes ao tratamento
de cerveja por alta pressao, foi utilizado nos estudos de efeito combinado entre
alta pressao dinamica e bioprotecdo, uma vez que L. delbruecki apresentou alta
sensibilidade aos antimicrobianos. A inibicao pela lisozima foi transitéria e a adigao
de 50 mg.L" foi capaz de reduzir um ciclo logaritmico da contagem apés duas
horas de contato. O tratamento por alta pressdo dindmica da suspensédo de
L.brevis resultou em uma reducgao de sete ciclos logaritmicos a 200 MPa. Lisozima
mostrou-se resistente ao processo APD, ndo perdendo atividade enzimética ou
antimicrobiana até a pressédo de 200 MPa. Um tratamento combinado utilizando 50
mg.L™ e APD (150 a 170 MPa) resultou em uma redugdo de 6 ciclos logaritmicos
estabilizando a contagem apés o tratamento por uma semana em tampao fosfato,
a temperatura ambiente (25C).

L. brevis foi inoculado a seguir em cerveja a uma concentragdo de 10°
UFC/mL, em presenca de 100mg.L™" de lisozima e reservado por uma hora. A
suspensao foi dividida em aliquotas e cada uma tratada por alta pressao dinamica
a 100 e 140 MPa. A contagem de vidveis em cada uma das etapas mostrou que a
lisozima promoveu uma destruicdo de um ciclo seguida de um e quatro ciclos
logaritmicos devido ao tratamento por alta pressédo a 100 e 140 MPa,
respectivamente. Uma completa reducéo da carga inicial foi observada ao final de

10 dias a temperatura ambiente em cerveja nas amostras tratadas por presséao.
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Nisina por si s6 provou ser um bioprotetor eficaz no controle de

Lactobacillus em cerveja, e mostrou-se resistente ao processo de alta pressao.

O efeito do processo de alta pressdo dindmica sobre a qualidade da
cerveja foi avaliado. Cerveja tipo pilsen, ndo filtrada e ndo estabilizada fisico-
quimicamente foi submetida ao tratamento por alta pressao entre 100 e 300 MPa.
Foi medida a cor e turbidez segundo os padrdes Cie L*a*b* e ASBC/Hunterlab. Foi
realizado um teste de vida util por 100 dias apds tratamento de cerveja a 250
MPa, medindo-se o0 potencial Oxido redutor, a turbidez e cor (ASBC),

periodicamente (aproximadamente més a més).

Os resultados mostraram que o processo foi efetivo na retencdo da cor
mas a turbidez foi aumentada em 5 vezes em tratamentos a pressao de 300 MPa.
Também o teste de vida util resultou em boa retencéo da cor durante o periodo e
do potencial de 6xido redugdo, mas a turbidez aumentou a 140 FTU (Formazin

Turbidity Units) em um més e um precipitado foi formado.

Alta pressédo dinamica provou ser um meétodo eficiente na estabilizagcao
microbiolégica de cervejas, e pode ser eficientemente associada a outros métodos
de controle como a bioprotecdo. Se por um lado microrganismos Gram negativos
foram resistentes aos bioprotetores utilizados, esses se mostraram mais
susceptiveis ao tratamento por alta pressdo tornando os métodos combinados

complementares.

Novos trabalhos devem ser realizados com cerveja filtrada e estabilizada
fisico-quimicamente, para se avaliar se a reducdo de pressdo devido a
combinacdo de tratamentos resultaria em produtos com boa qualidade,

principalmente no que se refere a turbidez.
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Summary

The use of novel microbial stabilization techniques as alternatives to thermal
treatments are promising solutions for a compromise between quality and safety.
As such, dynamic high pressure and biopreservation are novel techniques:
dynamic high pressure (DHP or ultra high pressure homogenization (UHPH) is a
technology that uses fluid compression to reach pressures higher than 100 MPa in
order to acceleratethe passage of the fluid through a narrow gap, causing shear
and stress to the microorganism cell structure and resulting in cell disruption;
biopreservation consists in the employment of naturally occurring or biologically
produced substances with antimicrobial activity in order to impart microbiological
stability to a food product or food manufacturing process. This work aimed to
evaluate the use of dynamic high pressure treatment and biopreservation to
achieve microbial stability in lager beer.

Minimum inhibitory concentrations (MIC) of nisin, lysozyme, hop aroma
extract and sakacin were measured against two wild yeast strains from a brewery.
Nisin was able to inhibit the growth of Pediococcus sp (2.0 mg.L'™"), L. brevis (3.0
mg.L™") and L. delbruecki (0.8 mg.L™"), although the wild yeasts and A. aceti were
not inhibited up to 0.2 g.L'". Lysozyme inhibited L. delbruecki (1.0 mg.L’") and
showed a transitory inhibition of L. brevis (50 mg.L™"). None of the biopreservatives
inhibited the wild yeasts.

High dynamic pressure was applied to the same strains at 60, 150, 100, 250
MPa in beer (pH 4.5, 2.5°P, 4.7°GL). The logarithmic number of reductions rate
(Dp) was calculated. A multiple pass experiment was performed at sublethal

pressures for up to 3 passes for the most resistant strain.

All strains were totally inactivated at pressures of up to 250 MPa even at
high initial counts (10°CFU/mL). L. delbruecki was the most resistant strain. The Dp
was 38.9 MPa. The multiple pass assays showed an additive effect, synergism or
the selection of resistant bacteria not being observed.
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The effect of the inlet temperature (6, 10, 20, 23, 30, 44, 50°C) and CO;
content in beer (0, 0.5, 1.0 and 2.0 volumes at 25°C) on the destruction of
Lactobacillus delbruecki by dynamic high pressure at 150 MPa and 170 MPa was
evaluated: the inlet temperature showed a significant positive effect on the
destruction of the strain and a 3 log destruction difference was observed between 6
and 50°C. The increase in concentration of CO, showed a negative effect on the

destruction.

Lactobacillus brevis was used in the combination of high pressure and
lysozyme assay, because it showed higher resistance to antimicrobials than L.
delbruecki, and was the second microorganism in resistance to the high pressure
treatment. The inhibition by lysozyme was transitory. Lysozyme alone, added at 50
mg.L™” to the suspension, caused a reduction of 1 logarithmic cycle after two hours
of contact.

The DHP treatment against L. brevis resulted in a reduction of 7 log cycles
at 200 MPa. Lysozyme was resistant to DHP, with no loss of muramidase activity

until 200 MPa or significant loss of antimicrobial power.

A combined treatment was applied using 50 mg.L™" of lysozyme and a
pressure between 150 and 170 Mpa. The somatic effect showed a reduction of
about 6 logarithmic cycles and the L. brevis count remained stable after the
pressure treatment for a week with the samples stored at room temperature (25°C).

L. brevis was inoculated into beer (10® CFU.mL™"), containing 100 mg.L™" of
lysozyme, left for one hour and then treated by dynamic high pressure at 100 or

140 MPa. Samples were taken for survivor enumeration.

Lysozyme promoted a destruction of one log cycle in L. brevis after one hour
of contact and the subsequent DHP treatment reduced a further one log cycle and
4 log cycles at 100 and 140 MPa, respectively. The treated samples showed
complete reduction of the initial load of microorganisms after 10 days of storage.
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Nisin alone proved to be useful in the control of Lactobacilli in beer, and was

shown to be resistant to the high pressure treatment.

The effect of the dynamic high pressure treatment was evaluated in the

quality parameters of turbidity, colour and redox potential of Lager beer.

Lager beer, unfiltered and not physico-chemically stabilized, was treated
by dynamic high pressure from 100 to 300 MPa at 25°C. The colour and
permanent turbidity were measured using the CielL*a*b* and ASBC/Hunterlab
standards. The redox potential was determined by the indicator time test method
for the 250 MPa treatments. Samples treated at 250 MPa were stored under
ambient conditions for 100 days and the turbidity (ASBC), colour (ASBC) and
redox potential value measured periodically.

The results showed that the process was effective in retaining the beer
colour, altough higher pressures (>200MPa) caused the turbidity to increase up to
five fold (300 MPa). The storage results showed good colour stability and redox
potential evolution, however the turbidity increased to 140 FTU in one month, and

a precipitate formed.

DHP proved itself to be a effective the method for microbial stabilization of
beer, and can be effectively associated with other control methods, such as
biopreservatives. Gram negative strains and wild yeasts although resistant to
biopreservatives, were clearly sensitive to pressure treatment. Further work should
be performed with filtered beer to evaluate if a reduction in the pressure due to the
combined use of treatments would improve the quality with respect to turbidity,
which was negatively affected by the dynamic high pressure treatment, and shown

to be a major drawback.
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Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

CAPITULO 1- INTRODUGAO E OBJETIVOS

Os volumes de produgédo de cerveja no pais tém crescido ano a ano em
uma nitida recuperacdo do mercado a partir de 2000, com produg¢ao de cerca de
90 bilhdes de litros para o ano de 2002. O consumo per capta € de 50 L/ano e o
potencial de crescimento do mercado é estimado para um consumo de 65 L/ano

per capta no pais.

O tempo de prateleira de cervejas é limitado nao pela sua estabilidade
microbiolégica, mas pela estabilidade fisico-quimica e sensorial, gracas a
tecnologia empregada em cervejarias e as caracteristicas inerentes das cervejas.
Assim, processos de estabilizagdo microbiolégica que minimizem as alteragées de
qualidade sensorial e fisico-quimica podem ser desenvolvidos para a industria
cervejeira com grande potencial de aplicagao.

A combinagdo de técnicas de estabilizagdo microbiolégica € uma
alternativa de aplicacéo crescente na producao de alimentos e baseia-se na teoria
de barreiras multiplas, com a vantagem de minimizar perdas nutricionais e de
qualidade no alimento mantendo sua seguranca e a vida de prateleira. O processo
de ultra-alta pressdo vem sendo cada vez mais estudado para a estabilizagdo
microbiolégica de alimentos. Equipamentos de alta pressdo tém sido
desenvolvidos para atender a industria de alimentos do ponto de vista da
capacidade produtiva, custos de producao e seguranga, € gradativamente esta
tecnologia vem se estabelecendo principalmente no Japado (KNORR, 1993;
ZIMMERMAN, 1993).

Bioprotetores sado substancias extraidas ou produzidas de alimentos, com
atividade antimicrobiana, capazes de aumentar a vida de prateleira de produtos,
Ou assegurar processos contra contaminagdes microbioldgicas. As bacteriocinas,
classe de antimicrobianos produzidos por bactérias sdo de origem protéica e tém
sido utilizadas para a bioprotecdo de alimentos. Seu uso tem se mostrado

vantajoso para o controle de microrganismos contaminantes em combinacdo com
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outros processos, como processos térmicos brandos (KIM, 1993; YAMAZAKI et
al., 2000), campo de pulso elétrico (DUTREUX, 2000), e outros tipos de
bioprotetores (PERIAGO, 2001; CHUNG, 2000). A aplicacao de tecnologia de
multiplas barreiras, utilizando-se conjuntamente bioprotetores e processamento
por alta presséo, pode minimizar a perda de qualidade da cerveja no processo de
estabilizagdo microbioldgica.

1.1 OBJETIVO GERAL:

Aplicar a tecnologia de multiplas barreiras, combinando as bacteriocinas
nisina e sakacina, o bioprotetor lisozima e processamento por ultra-alta presséao
dindmica para a estabilizagdo microbioldgica de cerveja.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= Determinar o microrganismo alvo dentre os contaminantes da cerveja para
0 processo de homogeneizacao a ultra-alta presséao.

» Estudar a destruigcdo do microrganismo alvo por alta pressdo dindmica.

» Determinar o efeito de variaveis: pressdo, numero de passagens pelo
sistema, teor de diéxido de carbono da cerveja e temperatura de entrada na

destruicao do microrganismo alvo.

= Selecionar bioprotetores eficazes para estabilizagdo microbioldégica de

cerveja.

» Determinar, utilizando microrganismos selecionados anteriormente como
relevantes para os processos do ponto de vista da resisténcia apresentada, os
efeitos dos tratamentos combinados de bioprotetores previamente selecionados
pela sua eficacia.

» Avaliar a qualidade fisico-quimica da cerveja processada por alta pressao

dindmica nas condic¢des de eficiéncia de destruicdo microbioldgica.

2
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CAPITULO 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DA CERVEJA

Devido as caracteristicas de composicao, a destacar o teor de alcool,
baixos teores de agucares simples, presenca de compostos de lUpulo e baixo pH,
poucos microrganismos sao capazes de se desenvolver na cerveja. Patogénicos e
esporulados ndo sao capazes de crescer ou produzir toxinas, ou sequer

sobreviver em periodos prolongados neste meio.

Assim, o problema microbiolégico da cervejaria refere-se a alguns
microrganismos geralmente deteriorantes: Lactobacillus produzem acidez latica,
gomas e aromas indesejaveis (producado de diacetil pelo L. diacetilactis, por
exemplo), Pediococcus, formam &cido latico a partir de glicose, bactérias acéticas
sao capazes de oxidar o etanol produzindo acido acético, aromas indesejaveis e
“rope” (flamentos  de polissacarideos). Acetobacter, Acetomonas,
Enterobacteriaceae produzem aromas adocicados; Klebsiella e Pectinatus
promovem turvacdo e formagao de acido acético, propiénico e H>S; Zymomonas
formam acetaldeido e H.S; leveduras selvagens, que sdo microrganismos dos
géneros Saccharomyces, Torulopsis, Pichia, Candida, Hansenula e Rhodotorula
promovem turbidez e aromas indesejaveis de mofo (ASSCHE, 1992; BRIGGS et
al., 1981).

Lactobacillus brevis foi descrito por HOLLEROVA e KIBIZNIAKOVA
(2001), como uma bactéria comum na deterioracdo, especialmente cervejas e
vinhos, causando aromas indesejaveis e turbidez (PRIENST e CAMPBELL, 1999).

Alguns microrganismos contaminantes tém sido identificados como

importantes deteriorantes de cerveja, como Megasphaera cerevisiae presente em
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cervejas de baixo teor de alcool, Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus frisingensis,
Selenomonas lacticifex (JESPERSEN, 1996; SATOKARI, 1998).

2.2 ESTABILIZACAO MICROBIOLOGICA DE CERVEJA

Os tratamentos térmicos na cerveja sdo desenhados segundo parametros
de destruicdo térmica dos microrganismos contaminantes (bactérias laticas e
leveduras selvagens) e enzimas indicadoras (invertase e melibiase). Define-se UP,
unidade de pasteurizagao, um tratamento térmico equivalente ao de 60C por um
minuto. O célculo do numero de UP aplicado sobre a cerveja é realizado pela
histéria térmica do processo, medindo-se as letalidades ao longo do tempo,
considerando-se z = 7C; o tratamento F goc € dado pela letalidade acumulada no

decorrer do tempo de processo ().

t
7Cc
L=10 2 F60°C _JL'dt
0

Onde L é a letalidade, T a temperatura no ponto de medicao, T equivale a
60C, e z é o coeficiente térmico, que para os infe ctantes da cerveja equivale a
7C.

ZUFALL e WACKERBAUER (2000) realizou medidas dos parametros
cinéticos de destruicdo térmica em cerveja turva, para 0s microrganismos
contaminantes de cervejarias: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
diastaticus, Pediococcus damnosus e Lactobacillus brevis. Pediococcus damnosus
foi o mais resistente a 60C (Dgy = 2,07 minutos) e o valor de z foi de 6,911C
entre 60 e 72T e 6,791<C entre 72 e 84C. Assim, 0 processo de pasteurizacao
“flash” (tratamento térmico em trocador de calor a placas) a temperaturas mais
altas e tempos reduzidos, benéficos para a qualidade de cerveja e estabilidade de
aroma, pode ser conduzido com seguranga levando-se em conta as variagcoes de

z em faixas mais altas de temperatura.
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2.3 TRATAMENTO TERMICO E QUALIDADE DE CERVEJA

WACKERBAUER e ZUFALL (1998) pasteurizaram amostras de cerveja
em equipamento flash, promovendo tratamentos de 15, 80 e 500 UP, em
temperaturas entre 50 e 90C, e analisaram os efeit os sobre a qualidade sensorial
da mesma, relacionando com analises cromatogréaficos de aldeidos (cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa) e luminescéncia quimica. Uma forte
influéncia do tempo de retencdo na pasteurizacao sobre os teores de aldeidos foi
constatada, assim como na luminescéncia quimica. Nao foram descritos pela
andlise sensorial os aromas de pao e de pao torrado, associados a pasteurizagéo,
mas foram detectados aromas de papel, papelao relativos aos aldeidos de cadeias
longas. Tempos de retencdo pequenos e temperaturas altas foram preferidos na
andlise sensorial a longas retencdes a baixas temperaturas indicando que o
namero de UP simplesmente ndo é um bom indicador para a qualidade sensorial
da cerveja. Também foram realizadas analises apos oito semanas de estocagem
revelando que as amostras pasteurizadas a maiores UPs foram mais sensiveis ao

envelhecimento.

Os meétodos de filtragdo por membranas (porosidade de 0,45 ym) e
pasteurizagdao (72C por 0,5 minuto ou 27 unidades de pasteurizacdo) foram
comparados para a qualidade da cerveja resultante. As mudancas de qualidade
apds o tratamento foram pequenas segundo a andlise sensorial, de turbidez e
estabilidade de espuma. No decorrer do tempo de estocagem foi observado
aumento da turbidez reversivel na amostra pasteurizada e perda da estabilidade
de espuma da amostra microfiltrada (HAERNULV e LARSSON, 1992).

FURUSHU et al. (1998) utilizaram a técnica de analise sensorial descritiva
para levantar atributos sensoriais de cervejas em diferentes etapas de
envelhecimento e observaram que atributos como aroma a papeldo, a couro e
amargor evoluiram com o envelhecimento das cervejas. Em particular, o aroma a

papeldao teve grande aumento nos primeiros meses e declinio no decorrer da



Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

estocagem. O t-2-nonenal e outros compostos de carbonila sdo comumente

associados ao desenvolvimento deste tipo de perfil aromatico.

HAERNULV e LARSSON (1992) compararam processos térmicos e nao
térmicos de estabilizagcdo microbioldégica de cerveja utilizando os seguintes
parametros: andlises sensoriais (teste triangular), turbidez reversivel e
permanente, estabilidade de espuma, além de caracterizacdo da cerveja (extrato
primitivo, extrato real, teor alcodlico, pH, cor EBC, oxigénio dissolvido e amargor-
BU). Foi observado que o teor alcodlico ndo influenciou significativamente a
qualidade da cerveja, ao passo que o teor de oxigénio inicial foi importante para a
deterioracao da qualidade sensorial das amostras.

2.4 PROCESSAMENTO POR ULTRA-ALTA PRESSAO (UAP)

CASTELLARI et al. (2000) utilizaram alta pressao hidrostatica (600 MPa, 5
minutos) para estabilizar microbiologicamente amostras de cerveja. O tratamento
promoveu a reducdao de quatro ciclos logaritmicos de bolores e leveduras e
também das bactérias laticas estabilizando o produto durante a vida de prateleira
de 49 dias. Nao foram observadas alteracbes significativas na qualidade da
cerveja apds o processamento, que reteve seus parametros de qualidade como o
amargor (de 11,6 para 11,7 B.U.) ou cor.

KNORR (1993) utilizou alta presséo isostatica (15 minutos a 400 MPa) para
processamento de batatas em cubos e obteve reducdo de contagens microbianas
da ordem de 4 ciclos logaritmicos. O tratamento por alta pressao tem por
caracteristica a manutencao das ligagdes covalentes, agindo apenas na ruptura de
interacdes o0 que preserva a qualidade do alimento processado.

A combinacéao entre UAP a 6.000 atm (607,95 MPa) por 20 a 60 minutos e
temperatura moderada (60C) mostrou ser eficaz na inativacdo de Bacillus
liquiniformis, e a 6000 atm por 5 minutos; a temperatura de 70C, promoveu uma
reducao de seis ciclos logaritmicos em Bacillus stearothermophilus (SANGRONIS
et al., 1997).
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SHEARER et al. (2000) utilizou a tecnologia de barreiras multiplas,
combinando lauricidina e outros compostos com acdo antimicrobiana com
tratamento térmico brando (45T por 10 a 15 min) e alta pressao (392 MPa) para
reduzir de 3 a 5,5 ciclos logaritmicos de UFC/mL de Bacillus subtilis em leite,
Bacillus cereus em carnes, Bacillus coagulans em suco de tomate e
Alicyclobacillus sp. em suco de maca.

FISCHER et al.(2000) utilizou alta pressdao para tratar cerveja durante
diferentes estagios de producao e verificou a possibilidade de utilizar a técnica
para estabilizacdo microbiolégica e coloidal, isomerizacao de a-acidos, e melhora
de filtrabilidade da cerveja para valores préximos aos da agua pura, pela acao da
alta pressao sobre os B-glucanos e seus géis, utilizando 300 e 500 MPa por 5
minutos.

A cinética de inativacdo de Saccharomyces cerevisiae foi estudada por
HASHIZUME et al. (1995) em pressdes de 120 a 300 MPa e temperaturas entre —
20 e 50C. Foi observado que em temperaturas baixas, particularmente abaixo
dos 0C, houve maior inativagdo do microrganismo pela alta pressao isostatica

que em altas temperaturas, o que favorece a retencao da qualidade dos alimentos.

Um parametro de qualidade importante no processamento de cerveja é o
escurecimento resultante da reacao de Maillard: TAMAOKA et al.,, (1991) utilizou
alta pressao para estudar seus efeitos neste mecanismo quimico. Aplicando 50 a
500 MPa a 50 na fase da reacdo de condensagcdo de aminas com carbonilas,
nao foram observadas diferencas significativas nas reagdes. Pressdes de 50 a 200
MPa foram suficientes para suprimr as reagdes de escurecimento, a um volume de
ativagdo de 13 a 27 mL/mol. A ionizacdo e formacgédo de ligagbes foram
favorecidas pela compressao e volumes de ativagao AV negativos, ao passo que

neutralizacdo e quebra de liga¢des sédo favorecidas por AV positivos.
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2.5 TRATAMENTO POR ALTA PRESSAO DINAMICA

O termo tratamento por alta pressédo dinamica refere-se ao processo de
homogeneizacdo por ultra-alta presséo e difere mecanisticamente do sistema de
alta pressao hidrostatica (FANTIN et al. 1996; WUYTACK et al., 2002). Na
homogeneizagao por ultra alta pressdao um fluido € forgado através de um orificio
de dimensbes muito reduzidas (da ordem de micrometros) e ajustaveis a pressdes
e velocidades altissimas, superiores a 100 MPa e 200 m/s respectivamente,
resultando em efeitos fisicos sobre o fluido de origem reolégica, tais como
cavitacao, friccao, cisalhamento e turbuléncia (LACROIX et al., 2005).

Estes efeitos fisicos que agem sobre os fluidos submetidos a
homogeneizacdo ou processo de alta pressado dinamica, foram utilizados para
gerar ruptura de células e consequente reducdo de contagens de microrganismos
presentes no meio. Um dos estudos relacionando a ruptura celular aos efeitos
fisicos mencionados, foi o trabalho apresentado por BROOKMAN (1974), que
atribuiu @ magnitude da queda de pressdo a extensdo da ruptura celular e
observou que a turbuléncia ndo afetou a ruptura, sendo que mesmo em condi¢oes
de escoamento laminar, em que a velocidade maxima é atingida somente no
centro do perfil de escoamento, pdde-se obter 100% de ruptura a pressao de
25.000 psi (172,37 MPa).

Segundo DIELS et al. (2004), que estudou o efeito da temperatura de
entrada na destruicdo de Escherichia coli, a temperatura exerce uma importante
acao sobre as taxas de destruicdo do microrganismo: em temperaturas de saida
do bloco de homogeneizagdo ndo superiores aos 65°C, a agdo do aumento da
temperatura resulta em modificacées de viscosidade nos fluidos causando
mudangas em efeitos mecanicos envolvidos na destruicdo dos microrganismos,
tais como cavitacao e turbuléncia. Em temperaturas baixas, a cavitacdo é menor
devido as menores pressdes de vapor, mas na medida que a cavitacdo aumenta,
efeitos mais drasticos ocorrem devido ao violento colapsamento dessa cavitagao

em baixas pressbes de vapor. A turbuléncia aumenta com a temperatura,

8
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resultado da diminuicdo da viscosidade, levando assim a uma maior cavitacao e

ambos a uma maior destruicdo microbiolégica.

Em um sistema de homogeneizacdo por alta pressédo (até 50 MPa),
KLENIG et al. (1996, 1998) investigou o comportamento de fluidos forgados
através de vélvulas de homogeneizagao e os efeitos resultantes sobre leveduras,
utilizando modelagem matematica. Em seu estudo, concentrando-se na regiao da
fenda da valvula, atribuiu ao gradiente de pressdes, e ao curto espago em que
este gradiente acorria, uma grande variacdo das aceleragdes deste fluido. Excluiu
de seu trabalho as possibilidades de ruptura celular por impactos, cavitagdo e
deformacéao devido a possibilidade das células serem menores em diametro que a
fenda da valvula (devido as pressoes baixas do experimento). Modelando uma
célula de levedura, estrutura membranosa, esférica indeformavel, atribuiu a tenséo

sofrida na superficie da levedura a ruptura celular.

Em trabalho semelhante FLOURY et al, (2004) modelou o
comportamento dindmico de um fluido em um sistema de homogeneizacgao ultra-
alta pressado (até 340 MPa) marca Stansted Fluid Power Ltd. (Essex, Reino
Unido), determinando as velocidades desenvolvidas devido ao gradiente de
pressao na valvula de homogeneizacao. Para tanto a autora definiu o regime de
escoamento através da avaliacdo do numero de Reynolds obtendo na fenda
valores menores que 550. Definido o regime laminar a autora utilizou-se das
equacgdes de perda de carga (FLOURY et al.,, 2004 apud NAKAYAMA, 1964 e
FLOURY et al., 2004 apud PHIPPS, 1975) para determinar a altura da fenda,
obtendo cerca de 2 um a pressdo de 350 MPa (dados para a agua a 20°C). Por
fim, utilizando um método computacional de modelagem (Fluent, 1998) determinou
a velocidade maxima na valvula de homogeneizacéo, especificamente na fenda
em que ocorre a formacao do gradiente de despressurizagdo, obtendo o valor de
200 m.s" a 340 MPa. A Figura 2.1 mostra o perfil de velocidades em funcéo da

pressao de homogenizagao:
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Figura 2.1 — Perfil de velocidades a diferentes pressbes de

homogeneizacao na fenda da valvula (FLOURY et al., 2004).

Assim, microrganismos submetidos a alta pressdo dindmica sé&o
submetidos a um alto cisalhamento, pois se encontram em um meio em que 0
escoamento tem enormes variagdes de velocidades associado a mecanismos de
choque mecénico e cavitagcado (TAHIRI et al., 2005). O autor aplicou o tratamento
por alta pressao dindmica para a inativacao de microrganismos em solug¢ao salina
e suco de laranja obtendo a reducao de 5 ciclos logaritmicos de E. coli O157:H7 a
200 MPa apés 3 passagens. O autor observou uma dependéncia entre a carga
inicial de microrganismos e a destrui¢do, inoculando e tratando contagens entre
10* e 10° UFC/mL; para a cepa testada de E. coli a carga maxima possivel para a
destruicdo em uma passagem a 200 MPa foi de 6 ciclos logaritmicos. Também foi
observado que bactérias Gram positivas foram mais resistentes que as Gram

negativas.

CAMPOS (2004) utilizou um sistema de homogeneizacgao por alta pressao
para tratamento de suco de laranja e observou que as taxas de inativacdo a
10
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pressdes superiores a 250 MPa foram suficientes para destruir completamente
cargas iniciais de 1,2 x 10° UFC/mL de Lactobacillus plantarum, e 2,9 x 10°
UFC/mL de  Saccharomyces cerevisiae e produzir inativacdo de

pectinametilesterase a 67,6% da atividade inicial em pH 4,1 e a 300 MPa.

A aplicagdo de alta pressao dindmica na estabilizagdo microbiologica de
leite para a fabricacdo de queijo tipo cheddar foi estudada por KHEADR et al.
(2002), que obteve resultados significativamente iguais no tratamento (200 MPa) e
na pasteurizacdo convencional em queijos recém produzidos e apdés 3 meses de
estocagem. O autor observou que a homogeneidade e qualidade da massa obtida
no queijo elaborado com leite tratado por alta pressdo foi superior devido a
estabilizacdo que o tratamento conferiu as proteinas e a formagao de glébulos de

gordura extremamente pequenos.

O tratamento por homogeneizagdo a 100 MPa foi capaz de reduzir 3
ciclos logaritmicos da populacao bacteriana de Escherichia coli e Bacillus subtilis e
1 ciclo log de Streptococcus lactis segundo reportado por POPPER e KNORR
(1990).

Pelo mesmo processo, LANCIOTTI et al., (1994) obteve a 100 MPa,
reducdes de Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Yarrowia lypolytica

de 2, 3 e 6 ciclos logaritmicos, respectivamente.
2.6 BIOPROTETORES

MONTVILLE e CHEN (1998) define biopreservagao de alimentos como a
utilizacdo de bactérias laticas (probiéticos), seus metabdlitos ou ambos para
melhorar ou assegurar a qualidade e a seguranca de alimentos que néo sao

necessariamente fermentados.

Algumas substancias extraidas de alimentos com propriedades

antimicrobianas sédo consideradas bioprotetores, descritos pela literatura (LUCK e
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JAGER, 1997). A lisozima de ovos e o extrato de aroma de lUpulo, utilizado na
fabricacédo de cervejas, sdo exemplos dessa classe de substancias bioprotetoras.

Os Dbioprotetores tém por -caracteristica positiva o fato de serem
classificados como grau alimenticio, ja que derivam de processos de producéo de
alimentos; mas seu emprego deve ser racional de modo a agregar qualidade ao
produto e nao substituir importantes praticas de higiene e boas praticas de
fabricacédo - BPF (HOLZAPFEL et al., 1995).

2.6.1 Bacteriocinas

A susceptibilidade de 20 linhagens de bactérias contaminantes isoladas de
cervejas (dentre as quais linhagens de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus lactis, Pediococcus damnosus) foi estudada a onze fatores de
inibicdo produzidos por microrganismos, que foram caracterizados como
bacteriocinas pela sua natureza protéica. Foram produzidos por bactérias laticas
isoladas de cevada malteada, caracterizados como linhagens de Lactobacillus
Sakei, Leuconostoc mesenteroides e Enterococcus faecalis. A inibicao foi
observada para grande parte das linhagens de contaminantes em amplas faixas
de pH (entre 2,0 e 10,0) (O'MAHONEY et al., 2000)

As bacteriocinas plantaricina BN (utilizando Lactobacillus plantarum),
pediocina A (Pediococcus pentosaceus) e bavaricina MN (Lactobacillus bavaricus)
foram produzidas, com meios otimizados tanto em caldo como em meio sélido,
obtendo-se melhores producées em meio soélido a pH 7,9 e 15T para plantaricina
BN, pH 6,5 e 30T para bavaricina MN e pH 6,15 a 7,90 e 30T para pediocina A.
Foram utilizadas preparacdes brutas (n&o purificadas) destas bacteriocinas para a
determinagdo das resisténcias ao tratamento térmico pela monitoragdo da
atividade antibacteriana. Bavaricina perdeu totalmente a atividade quando
submetida ao tratamento a 60C por 15 minutos ou 100C por 10 minutos, e
pediocina e plantaricina exibiram atividades residuais apés tratamentos de até 60
minutos a 60C e 20 minutos a 100C (LEWUS e MONTVI LLE, 1992).
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Lactobacillus bavaricus, um microrganismo isolado de carnes, foi utilizado
para bioprotecdo de produtos carneos contra Listeria monocytogenes. Foi feita a
inoculacdo do microrganismo bioprotetor que produziu a bacteriocina bavaricina
inibindo o crescimento do patégeno. A bavaricina foi ativa para a bioprotecao dos
produtos mesmo em pH nao &cidos (WINKOWSKY, 1993).

KAISER e MONTVILLE (1996) purificaram bavaricina obtida de
Lactobacillus bavaricus (reclassificado como L. sakei) e avaliaram 0s mecanismos
de acado da bacteriocina sobre Listeria monocytogenes Scott. Pela medi¢do de
extravasamento de carboxifluorescina de vesiculas lipidicas derivadas do
microrganismo em estudo obteve-se um modelo do mecanismo de agéo,
indicando dose-dependéncia e acdo sobre permeabilidade de membranas
(aumento em 85% na permeabilidade com a adicdo de 9,0 ppm de bavaricina).

Nisina é uma bacteriocina obtida por fermentacao, na fase de crescimento
exponencial, de Lactococcus lactis, nao toxica, termoestavel, eficiente contra
bactérias gram positivas, e quando associada ao EDTA, eficiente contra bactérias
Gram negativas (CHAN et al, 1996). E um polipeptidio constituido de 34
aminoacidos com cinco ligagdes sulfidrilicas circulares formando os aminoacidos
ndo protéicos: lantionina e beta metil lantionina. E uma molécula anfifilica formada
por um terminal N e um terminal C de conformagéo helicoidal, unidos por uma
regiao flexivel que confere rotacdo a molécula: tal caracteristica € importante para
sua solubilidade e penetracdo em membranas fosfolipidicas. Segundo a cepa
bacteriana que a produz, a nisina pode ser do tipo A ou Z, que diferem entre si do
ponto de vista estrutural em apenas um aminoacido na posi¢ao 27 (His na nisina A
e Asn na nisina Z). Algumas diferencas com relacdo a producdo e a acao
antimicrobiana foram reportadas. Em testes MIC a formagdo de halos maiores
para a nisina Z em placas inoculadas com microrganismos indicadores é causada
exclusivamente pela maior facilidade de difusdo do tipo em agar (ABEE et al.,
1995).
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A Figura 2.2 mostra a estrutura da seqiéncia dos residuos dos
aminoacidos da molécula da nisina e as pontes de sulfeto envolvidas nas

formacdes dos aminoécidos ciclicos lantionina (Ala — S — Ala).

Figura 2.2 — Representacao da molécula de nisina (BOWER et al.,
2001).

O espectro de acdo da nisina é relativamente estreito sendo ativa contra
bactérias Gram positivas, como bactérias laticas, clostridium, bacilos,
estreptococos e em combinagcdo com quelantes contra algumas bactérias gram
negativas, mas ineficaz contra fungos e leveduras (LUCK e JAGER, 1997).

Sua aplicacdo em alimentos é permitida no Brasil e no exterior sendo o
aditivo classificado como GRAS, sigla em inglés (Generally recognized as safe).

ZAPICO et al.(1998) adicionou 100 Ul/mL de nisina a leite desnatado e
integral inoculado a 10% de uma cultura de Listeria innocua e submeteu a
homogeneizacédo a 20 MPa. O autor observou que a populacao de Listeria innocua
foi reduzida pela adicdo em 2,6 a 2,9 ciclos logaritmicos, enquanto que a inibicao
no leite integral chegou a 3,7 - 3,8 ciclos logaritmicos.

YAMAZAKI et al. (2000) utilizou nisina (50, 100 e 200 Ul/mL) em conjunto
com tratamento térmico (90C) para o controle de esporos ativados de
Alicyclobacillus acidoterrestris em bebidas acidas de frutas de maca e laranja. A

reducéo de D entre a concentragdo de 200 Ul/mL de nisina, equivalente a 5 ppm
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de nisina ativa, e o controle foi de 71% e 76% para bebidas de macéa e laranja,

respectivamente.

Sua aplicagdo na area biomédica foi descrita por BOWER (2001), onde o
autor empregou solugcédo de nisina a 1mg/mL por 1 minuto de tempo de contato
para impregnar plasticos TEFLON® e PVC de cateteres e sondas de traqueotomia,
e estudou a atividade antimicrobiana da nisina aderida ao material, observando
que houve manutencao da atividade contra bactérias Gram positivas por mais de
4h nos cateteres e 2 h nas sondas.

BLACK et al. (2005) utilizaram tratamento combinado de alta presséo
hidrostatica (200 a 500MPa por 5 minutos a 20°C) e nisina (250 e 500 Ul/mL) de
leite desnatado para medir a inativagdo de Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Listeria innocua, e Lactobacillus viridescens, e observaram que a
combinagdo de tratamentos foi sinérgica uma vez que houve aumento da
destruicdo com a adigao da nisina no processo de 2,26+0,84 para 4,49+0,26 para
E. coli a 200 MPa, 3,84%0,19 para 8,5 para L. innocua, 6,13+1,05 para 8,4
UFC/mL para L. viridescens e 1,15+0,38 para 5,04+0,21 para P. fluorescens. Os
autores observaram ainda que o processo de alta pressao, seguido da adicao de
nisina nos niveis descritos anteriormente, causou sensibilizacdo nos

microrganismos Gram negativos resistentes ao antimicrobiano.
2.6.2 Extrato de lupulo

O lupulo, ingrediente da cerveja responsavel pelo amargor e riqueza de
aromas na bebida tem propriedades antimicrobianas descritas na préatica
cervejeira, cuja atividade confere bioprotecdo ao processo e ao produto final.
Alguns dos compostos presentes no lupulo sdo a-acidos como humulona, iso-a-
acidos como trans-iso-humulona, acido trans-humulinico e B-acidos: colupulona
(SAKAMOTO, 2002)

SIMPSON (1993) empregou compostos de IUpulo para determinar sua
concentragdo minima inibitéria (MIC) e bactericida (MBC) em microrganismos
15
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contaminantes de cerveja (Lactobacillus brevis). Foi constatado que os compostos
de ldpulo apresentam MIC da ordem de micromoles e sdo essencialmente
bacteriostaticos, ja que houve crescimento no teste de MBC. Foi proposto pelo
autor que o0 mecanismo de acao destes compostos seria de carreadores de ions,
com afinidade aos metais realizando seu transporte pela membrana plasmatica e
desestabilizando os potenciais de membrana das células bacterianas. Os valores
de MIC aumentam com a adicdo de ions de metais bivalentes e diminuem com o

aumento de concentracao de cations monovalentes.

SMITH e SMITH (1993) adicionaram mosto recuperado de “trub quente”
(material precipitado na fervura do mosto, composto de proteinas, complexos
tanino-proteinas, residuo do IUpulo exaurido dos a-acidos, sais insollveis e
lipideos) nas proporgcbes de 1, 2, 5 e 5,7% a culturas de Bacillus sp. Tendo
observado que: houve aumento em uma hora da fase lag com 1% de adicéo,
reducao de 98% na velocidade de crescimento da cultura com 2% de adigéo e
inibicdo total a 5% de adigdo. Nao foi observada acédo esporicida ou inibicdo da
germinacgao a baixas concentragdes, porém em concentragdes maiores ou iguais a

5% do efeito foi constatado.

Segundo HAMMOND, et al. (1999) realizaram ensaios para caracterizar a
influéncia de compostos fendlicos e diéxido de carbono no crescimento de
bactérias contaminantes de cervejas (Lactobacillus sp.). O diéxido de carbono ndo
inibiu o crescimento bacteriano até niveis de 3 g/L (cerca de 1,5 volumes),
enquanto que concentragdes maiores, comumente encontradas no produto
engarrafado, favorecem esta inibicio. Também os compostos fendlicos
apresentaram agao protetora da cerveja.

2.6.3 Lisozima

A atividade antimicrobiana da lisozima é associada a sua atividade
enzimatica de muramidase, que hidrolisa ligacdes glicosidicas entre o acido N-
acetiimuramico e a N-acetilglucosamina dos glicopolissacarideos (LUCK e

16



Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

JAGER, 1997). Segundo LOSSO et al. (2000) a lisozima promove a catalise que
envolve os aminoacidos Asp 52 e Glu 35 de seu sitio ativo, sobre a ligagao
glicosidica devido as formas dissociada e protonada respectivamente, destes

aminoacidos.

Lisozima de ovos parcialmente desnaturada apresenta uma alta atividade
antibacteriana tanto contra bactérias Gram negativas e positivas, por um
mecanismo de ruptura de membranas independente de sua atividade como
muramidase. fons divalentes como célcio e magnésio tendem a estabilizar as
paredes bacterianas, diminuindo significativamente a atividade da lisozima pois o
mecanismo de acdo da lisozima consiste na retirada de ions divalentes, pela
insercao de seu grupo hidrofébico exposto, da estrutura polissacaridica externa a
membrana plasmatica, desestabilizando-a e causando a lise celular (IBRAHIM et
al., 1997). MASSCHALK et al. (2001), IBRAHIN (2001) e DURING et al., (1999)
observaram igualmente que lisozima parcialmente desnaturada, cuja molécula
sofrera parcial desdobramento de sua conformagdo espacial, ndo perdeu sua
atividade contra bactérias Gram positivas e passou a exibir atividade contra
bactérias Gram negativas. Os autores apresentaram uma dissociacdo entre a

atividade antimicrobiana da lisozima e sua atividade enzimatica.

A desnaturacdo protéica de lisozima pelo tratamento a 80C por 20
minutos resultou em um aumento da atividade sobre bactérias Gram negativas,
sem detrimento de sua atividade contra bactérias Gram positivas, obtendo-se
reducdes significativas em culturas de E. coli, B. subtilis, B. cereus e S. aureus
tratadas com 200 mg.L™" de lisozima por 24 horas (IBRAHIM et al., 1996).

Um estudo de inativagdo térmica de lisozima em tampéao fosfato 0,1 M,
pH 6,5, a 72T revelou que o comportamento da cinética de destruicdo foi de
primeira ordem e a constante de inativagdo medida foi 0,9 x 10° min' sem
agitacdo e 3,6 x 10 min™" sob agitagéo de 700 rpm (COLOMBIE et al., 2001).
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Segundo AKASAKA et al. (1997) altas pressdes sao capazes de produzir
mudancas estruturais sobre a lisozima, no entanto o efeito deve ser mais
investigado, pois SAIKUMAR et al. (1995) ndo observou qualquer perda de

atividade até a presséao aplicada de 150 MPa.

A aplicacdo de lisozima ja foi estudada em produtos como leite, queijo,
cerveja (MAKKI e DURANCE, 1997), vegetais frescos, peixes, carnes (GILL e
HOLLEY, 1999), obtendo-se resultados satisfatérios no controle de

microorganismos patogénicos e deterioradores.

GILL e RICHARD (2000) aplicou a combinagao de nisina e lisozima (1:3)
para produtos carneos em concentragées de 500 mg/kg e conseguiu prolongar a
vida util de maneira significativa para as contagens de patégenos e deteriorantes.
Presunto inoculado com B. thermosphacta e E. coli O157:H7 nao exibiu
crescimento até a 4% semana e para S. typhimurium, até a 3% semana. Em
embutidos tipo “bologna” e presunto L. curvatus nao cresceu até a 3% semana. A
populacdo de Lc. mesenteroides foi reduzida enquanto que L. sakei, Listeria
monocytogenes, Serratia grimesii e Shevanella putrafaciens nao foram inibidas

pelo tratamento com os bioprotetores.

GAO et al. (2002) utilizou concentracdes entre 125 e 250 mg.L"' de
lisozima contra as seguintes bactérias lacticas: Lactobacillus kunkeei,
Lactobacillus brevis, Pediococcus parvulus,e Pediococcus damnosus e observou a
reducéo celular de até 8 ciclos logaritmicos. Observou-se que ocorreu grande
reducao no &cido acético produzido pelas bactérias L. kunkeei, Lactobacillus
brevis, concluindo que a lisozima é um antimicrobiano eficiente para reduzir a

producao de acidos volateis que causam sabores indesejaveis em alimentos.
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CAPITULO 3- PASTEURIZACAO DE CERVEJA TIPO PILSEN POR ALTA
PRESSAO DINAMICA - DETERMINACAO DO MICRORGANISMO ALVO,
ESTUDO DA CINETICA DE DESTRUICAO E DO EFEITO DE MULTIPLAS
PASSAGENS.

3.1 INTRODUCAO

Cerveja Pilsener ou simplesmente Pilsen é o tipo de cerveja mais
difundido no mercado brasileiro, sendo esta cerveja caracteristicamente limpida,
de cor amarela clara, teor alcodlico de médio a baixo (cerca de 4,5°GL) com boa
retencdo de espuma. E uma cerveja de baixa fermentagdo ou Lager, caracterizada
pela sedimentagdo da levedura de fermentacdo ao final do processo de
maturagdo. Industrialmente é envasada em latas metélicas ou garrafas de vidro,

pasteurizada para garantia da estabilidade microbiolégica.

O processo de pasteurizacdo de cerveja por métodos convencionais
térmicos visa a estabilizacdo microbiolégica pela destruicdo dos microrganismos
contaminantes, cujo alvo €& o Pediococcus damnosus (ZUFALL e
WACKERBAUER, 2000). O processamento térmico resulta em uma perda de
qualidade sensorial pela formacdo de compostos relacionados a oxidacao e ao
envelhecimento como o desenvolvimento de aromas de papel e papelao tipicos do
envelhecimento de cerveja (FURUSHU et al, 1998), mais do que os
tradicionalmente descritos aromas a cozido e pao conforme observado por
WACKERBAUER e ZUFALL (1998).

BRIGGS et al. (1981) enumerou alguns importantes contaminantes de
cervejas, especialmente géneros de bactérias deteriorantes como os Gram
positivos: Lactobacillus , Pediococcus, e Gram negativos Acetobacter,
Acetomonas, Enterobacteriaceae, Klebsiella, Pectinatus, Zymomonas e leveduras
selvagens, que sao microrganismos dos géneros Saccharomyces, Torulopsis,
Pichia, Candida, Hansenula e Rhodotorula. Alguns microrganismos contaminantes

tém sido identificados como emergentes, como Megasphaera cerevisiae presente
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em cervejas de baixo teor de &lcool, Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus
frisingensis, Selenomonas lacticifex (JESPERSEN e JAKOBSEN 1996;
SATOKARI et al., 1998).

Métodos alternativos de estabilizagdo microbioldgica tém sido empregados
na industria com bons resultados de estabilidade, tais como a microfiltracdo em
membranas, que resulta em produtos de qualidade de aroma superior conforme
descrito por HAERNULV e LARSSON (1992), ou métodos nao térmicos
emergentes, como a utilizacdo de sistema de alta pressao hidrostatica, que
resultou em produtos de qualidade superior devido a retengdo de parametros de
qualidade sensorial tais como cor e amargor (CASTELLARI et al., 2000).

A homogeneizagao por ultra alta pressao ou ultra alta pressao dinamica é
um processo alternativo de estabilizacdo microbioldgica, cujo funcionamento
segundo LACROIX et al. (2005) baseia-se na producdo de altas pressdes
(maiores que 100 MPa) por um sistema de bombeamento positivo que forga o
fluido através de uma fenda estreita ajustavel (da ordem de micrometros de altura
do vao), causando uma descompressdo abrupta que gera nesta fenda um
gradiente de pressao e consequentes aceleracbes do fluido (FLOURY et al.,
2005), que submetem as células microbianas a enorme friccdo, cisalhamento e
cavitacdo, que resulta na destruicdo de microrganismos (KLENIG et al., 1997).
Seus mecanismos diferem essencialmente do processamento por alta pressao
hidrostatica (FANTIN et al., 1996) e geram reducdes de escalas diferentes nos

microrganismos.

VANNINI et al. (2004) observou uma relacao log-linear entre pressao de
homogeneizacdo e numero de reducdes decimais de Escherichia coli,
Lactobacillus helveticus e Lactobacillus plantarum entre outros microrganismos
contaminantes de leite, e pdde determinar a taxa de reducdo em fungdo do
aumento de presséo, o valor de Dp.

20



Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

O sistema de alta pressao dinadmica € um processo continuo e permite um
processamento com recirculacdo. Alguns autores (WUYTACK et al., 2002 e
KHEADR et al., 2002, TAHIRI et al., 2005) estudaram o efeito de multiplos ciclos

de processamento sobre microrganismos obtendo efeitos aditivos de destruicao.

O objetivo desse trabalho foi determinar a eficacia da alta pressao
dindmica sobre uma gama significativa de microrganismos contaminantes de
cervejas e selecionar um microrganismo alvo do tratamento. Utilizando o
microrganismo alvo objetivou-se determinar a relacdo entre a pressao de
tratamento por alta pressdo dindmica e o numero de redugdes decimais em
cerveja tipo pilsen, e observar o efeito de até 3 ciclos subsequentes do tratamento

sobre o0 microrganismo.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Matéria Prima

Cerveja engarrafada de marca comercial (pasteurizada), pH 4,5, 4,7°GL, e
Brix 2,5, foi adquirida para os testes de estabilizagdo microbioldgica, degaseificada
e esterilizada em autoclave a 121C por 15 minutos.

3.2.2 Microrganismos

Foram obtidos de colecao de culturas (Colecdo de Culturas Tropical —
Fundacdo André Tosselo, Campinas-SP) microrganismos descritos na literatura
como comumente contaminantes de cerveja: Lactobacillus brevis, Lactobacillus
delbrueckii e Acetobacter aceti. Os microrganismos Pediococcus sp.,
Schizosaccharomyces ludwigii e Saccharomyces diastaticus, foram obtidos da

colecao de culturas particular da cervejaria AmBev, unidade de Jacarei — SP.
3.2.3 Meios de Cultura

Foi utilizado, para os ensaios com bactérias laticas, o0 meio MRS - De

Man, Rogosa, Sharpe (Oxoid), caldo ou agar. Para crescimento de leveduras o
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meio utilizado foi o PDA (potato dextrose agar — Oxoid); para crescimento em meio
liquido foi utilizado caldo de extrato de malte (15g/L — marca Oxoid), enriquecido
com 4% p/v de extrato de levedura (Oxoid). Para as bactérias acéticas foi utilizado
MRS (Oxoid) &gar ou caldo adicionado de 2% de etanol P.A. (Merck). Para a
manutencdo de culturas bacterianas foi utilizado o meio Litmus Milk, leite
tornassolado (Difco) exceto para o A. aceti que foi repicado em rampas de MRS
acrescido de 2% de etanol. As leveduras foram mantidas em rampas de meio PDA

cobertas com éleo mineral estéril para evitar resecamento.
3.2.4 Estabilizacao microbiologica da cerveja (selecao do alvo do processo)

Foi utilizado para os ensaios o equipamento de ultra-alta pressao, tipo
homogeneizador UAP (Stansted Fluid Power Ltd.), com capacidade para tratar
260 mL/minuto de amostra em regime continuo. A pressdo maxima de trabalho do

equipamento é de 340 MPa.

O equipamento foi dotado de um trocador de calor por serpentina na saida
da valvula de homogeneizacdo para resfriar a amostra, de modo a minimizar o
efeito térmico. As temperaturas de processamento foram medidas mediante o uso
de termopares calibrados na entrada e na saida da valvula de homogeneizagao e
apés o trocador de resfriamento.

O sistema foi sanitizado com &lcool etilico a 70% incluindo os tanques de
amostra de produto e mangueiras de conexao para garantir a assepsia dos testes.
A manipulagdo e tomada das amostras foram realizadas em capela de fluxo

laminar horizontal acoplada ao sistema.

Foram determinadas as reducdes de contagens de viaveis devido a morte
por pressurizagao para cada um dos microrganismos as pressoes de trabalho de
100, 150, 200, 250 MPa, para selecionar o microrganismo mais resistente ao
tratamento em cerveja. As contagens dos microrganismos foram realizadas por
plaqueamento e o resultado expresso em UFC/mL, sendo realizadas na amostra
antes e depois do tratamento. Foram preparadas contagens de indculos da ordem
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de 10® UFC/mL e foram adicionados na diluicdo de 1% (v/v) . As contagens foram
realizadas em duplicata nas condi¢cées especificas para cada microrganismo

utilizado para confirmagao das tendéncias do processo.
3.2.5 Determinacao da cinética de destruicao do microrganismo alvo

Foram determinadas as reducdes de contagens de viaveis devido a morte
por pressurizagdo para o microrganismo alvo, Lactobacillus delbruecki, as
pressdes de trabalho de 100, 150, 170, 190, 200, 250 MPa, As contagens do
microrganismo foram realizadas por plaqueamento e o resultado expresso em
UFC/mL, sendo realizadas na amostra antes e depois do tratamento. Foram
preparadas contagens de inéculos da ordem de 10® UFC/mL e foram adicionados
na diluicdo de 1% (v/v) . As contagens foram realizadas em duplicata para
confirmacéo das tendéncias do processo.

Utilizando os dados obtidos foram adaptados modelos mateméaticos, um
quadratico e outro logaritmico, de forma a se obter a melhor correlacao entre os
dados experimentais e calculou-se o Dp (inclinacdo da reta) para o modelo log
linear, na faixa entre 0 e 190 MPa.

3.2.6 Ensaio de multiplas passagens

Para o ensaio de mdultiplas passagens foi preparada cerveja
descarbonatada estabilizada a 25°C, inoculada com Lactobacillus delbruecki a 1%
(v/v) com 10® UFC/mL. A suspensdo foi entdo processada por alta pressdo
dindmica nas pressoes de 100, 150, 200, 250 MPa, e cada fracao processada foi
separada em recipientes diferentes. Processos subsequientes das fragdes foram
realizados até o numero de 3 processamentos, e aliquotas para contagens por
plaqueamento foram retiradas em cada fase. O ensaio foi realizado em duplicada
para confirmacao das tendéncias obtidas e os resultados foram expressos em
nuamero de reducdes decimais (NRD), sendo:
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NRD = log (No/Nf)

Onde o No é a contagem inicial de microrganismos em UFC/mL e Nf a

contagem apds o processamento em UFC/mL.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3.1 mostra o numero de redugbes decimais de unidades
formadoras de colbnias de bactérias por mL de cerveja submetidas ao tratamento
por ultra alta pressdo dindmica em diferentes pressées de processamento. As
medicoes foram realizadas até 250 MPa de pressdo mesmo que a totalidade da

carga inicial microbiana tenha sido destruida a pressdes mais baixas.
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Figura 3.1 — Numero de reducoes decimais de bactérias em funcao da

pressao de tratamento por ultra alta pressao dinamica.
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Observou-se na Figura 3.1 que dentre as linhagens de bactérias estudadas
os Lactobacillus sofreram menores reducdes em processamentos a 100 MPa.

Processamentos realizados a 150 MPa resultaram na eliminagdo das
cargas totais de microrganismos inoculados de A. aceti, enquanto que foram
necessarios 200 MPa de pressao para reduzir totalmente a contagem inicial de
Pediococcus e L. brevis e 250 MPa para reduzir a totalidade da carga inicial de L.
delbrueckii. Péde-se concluir que o L. delbrueckii foi a linhagem mais resistente ao
tratamento por alta presséo.

TAHIRI et al. (2005) observou, em estudos utilizando solugdo salina e
suco de laranja que dentre os microrganismos testados (Escherichia coli O157:H7
ATCC 35150, Lactobacillus plantarum ATCC 14917, Leuconostoc mesenteroides
ATCC 23386), os Gram positivos (2,3 e 1,6 ciclos logaritmicos para o L. plantarum
e L. mesenteroides, respectivamente) apresentaram maior resisténcia que o Gram
negativo (5,0 ciclos logaritmicos de redugdo) a 200 MPa de presséo de

tratamento.

Da mesma forma, WUYTACK et al. (2002) processando cinco linhagens
de bactérias gram negativas e seis linhages de Gram positivas por
homogeneizacéao a alta pressao (100 a 300 MPa), observaram que bactérias Gram
positivas mostraram maior resisténcia que Gram negativas, sendo S. aureus e L.
plantarum os microrganismos mais resistentes testados. Os autores atriburam as
diferencas de destruicdo a resisténcia mecanica das paredes celulares conferidas
as bactérias pelas camadas sobrepostas de peptidoglicanas, mais numerosas nas
Gram positivas (até 40) que nas Gram negativas (até 5 camadas). Em
concordancia com o autor, que observou maior resisténcia do L. plantarum que do
L. dextranicum, a sugestao de que cocos bacterianos seriam mais resistentes ao
processo de homogeneizacdo que bastonetes nao foi corroborada pelo presente
trabalho.

Segundo LANCIOTTI et al. (1994) a resisténcia de microrganismos ao

processo de homogeneizacdo a ultra alta pressao por microrganismos estaria
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relacionada a adaptacées de composicao de parede celulares gerando maior
fluidez, como observado para L. monocytogenes pré tratada a baixa atividade de

agua (0,87) e incubada a baixas temperaturas (3°C).

A Figura 3.2 mostra o numero de redugbes decimais de unidades
formadoras de colbnias de leveduras selvagens por mL de cerveja submetidas ao
tratamento por ultra alta pressao dinamica. As medicdes foram realizadas até 250
MPa de pressdao mesmo que a totalidade da carga inicial microbiana tenha sido

destruida a pressdes mais baixas.
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Figura 3.2 - Namero de reducoes decimais de leveduras selvagens
em funcao da pressao de tratamento por ultra alta pressao dinamica.

Observou-se segundo a Figura 3.2 que as leveduras selvagens foram pouco

afetadas pela aplicacdo de tratamento a 100 MPa e foram necessarios 200 MPa
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para reduzir totalmente a carga inicial de ambas as cepas. Devido ao inéculo de S.
diastaticus ter sido bastante mais alto que o de S. ludwigii (até 8,0.10° e 1,0.10°
UFC/mL, respectivamente) observaram-se na Figura 3.2 reducdes decimais para
S. diastaticus (7,3 ciclos logaritmicos de reducao a 150 MPa de pressao), que nao
puderam ser observadas para S. ludwigii. Tal observagdo cabe na avaliacdo da
resisténcia das cepas a homogeneizagéao, ja que nao se pdde comparar a redugao
em pressdes de trabalho maiores que 200 MPa para o S. ludwigii.

LANCIOTTI et al. (1994) estudaram o efeito da homogeneizacdo por alta
pressdao em Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Bacillus subtilis e
Yarrowia lipolitica, e observaram que a relagdo entre o numero de sobreviventes e
pressao comportou-se de maneira log linear (pressdées até 200 MPa). A levedura
apresentou valores de taxas de destruicdo segundo a pressao de
homogeneizagdo de 0,0022 log CFU.g ' .bar” enquanto que B. subtilis apresentou
0,0015 log CFU.g " .bar”, indicando que o bacilo foi mais resistente ao aumento da
pressdo, enquanto que os outros dois microrganismos foram menos resistentes
com 0,0025 log CFU.g".bar". O autor observou que o crescimento subseqiiente
ao tratamento nao foi afetado e o tempo de crescimento foi unicamente devido a
contagem inicial do microrganismo. Isto sugere que ndo houve efeito de injaria

sobre a levedura pelo processamento a alta pressao dinamica.

Nas Figuras 3.1 e 3.2 observou-se por comparagao que 0 microrganismo mais
resistente foi o L. delbruecki, pois apresentou as menores redugdes decimais nas
maiores pressdes (apresentando sobreviventes no tratamento a 200 MPa). Na
pressao de 100 MPa as leveduras selvagens apresentaram maior resisténcia que
as bactérias, mas S. diastaticus foi bastante mais reduzido que o L. delbruecki a

pressdes iguais ou maiores que 150 MPa.

TAHIRI et al. (2005) observaram que microrganismos eucariontes foram
menos resistentes ao tratamento de alta pressdo dindmica que procariontes em
meios de pH reduzido, devido ao aumento de sensibilidade ao pH combinando ao
tratamento por alta presséao.
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VANNINI et al. (2004) constataram que o tratamento por alta pressao dinamica
em leite desnatado foi capaz de inativar Escherichia coli, Lactobacillus helveticus e
Lactobacillus plantarum entre outros microrganismos contaminantes de leite a
pressdes de até 130 MPa. Os dados mostram que o Lactobacillus helveticus foi
descrito como mais resistente pelos autores, e assim como a cepa de
Lactobacillus delbruecki utilizado no presente estudo, trata-se de um
termolactobacilo, caracteristicamente mais termotolerante que outros Lactobacillus
e capaz de desenvolver termotolerancia conforme descrito por GOUESBET et
al.(2001).

3.3.1 Determinacao da cinética de destruicao do microrganismo alvo

A Tabela 3.1 abaixo mostra a média dos valores de nimero de reducdes
decimais de L. delbruecki obtidos nos processamentos em cerveja.

Tabela 3.1 — Resultados de numero de redugbes decimais (NRD) de
tratamento de L. delbruecki por alta pressdo dinamica.

Média dos ensaios

Pressao MEDIA Desvios

(MPa) (NRD) Padrao
0 6,10 0,31
100 1,41 0,63
150 3,26 0,60
170 3,89 0,42
190 4,31 0,24

Péde-se observar que houve um maior desvio nos processos realizados
em baixas pressées e que os desvios foram decrescendo com o aumento das

pressoes.

A Figura 3.3 mostra a curva adaptada aos valores experimentais obtidos
de nimero de redugbes decimais de Lactobacillus delbruecki em UFC.mL™" de

cerveja submetido ao tratamento por homogeneizagao a ultra alta pressao.
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Figura 3.3 - Numero de redugcdes decimais de L. delbruecki em
funcao da pressao de tratamento aplicada e curva da funcao adaptada.

Na Figura 3.3 foi observado que o numero de redugdes decimais de L.
delbruecki aumentou em fungdo da pressao de tratamento, e que o aumento do
NRD foi a uma maior taxa a pressdes maiores. A curva adaptada indicou ter boa
explicagdo (r* = 0,94) e a equacdo quadratica reafirma a tendéncia observada de

uma variagao da taxa de destruigdo do microrganismo em funcéo da presséo.

VANNINI et al. (2004) obtiveram taxas de inativacdo (Dp) calculadas em
1086,9 e 212,7 MPa para Lactobacillus helveticus e Lactobacillus plantarum em
leite desnatado, respectivamente, entre as pressées de homogeneizacao de 0,3 a
130 MPa. E importante observar que as taxas de destruicdo descritas pelo autor
diferem das obtidas no presente trabalho e cujo valor de Dp foi 38,9 MPa entre 0 e
190 MPa (R? de 0,965). A diferenca observada na destruicdo entre os processos
pode ser atribuida na diferenca entre desenhos dos equipamentos especialmente

nas valvulas de homogeneizacao e nas faixas de trabalho em que Dp foi calculado
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(maximos de 130 e 300 MPa em VANNINI et al. (2004) e no presente trabalho,

respectivamente).

A influéncia do desenho das valvulas de homogeneizacdo foi estudada por
KLEINIG e MIDDELBERG (1996) que estudaram a aplicagéo de seis desenhos de
valvulas diferentes na destruicdo de leveduras, e observaram comportamentos de
perda de proteinas pelas células, um indicador de quebra da estrutura celular,
significativamente diferentes entre as valvulas, em fungédo da pressao aplicada ou
do gradiente de pressdo calculado para cada desenho, relativo a pressdo de

trabalho.

O crescimento das colénias dos sobreviventes recuperados ocorreu no
mesmo periodo que as contagens de amostras nado tratadas e produziram colénias
de igual tamanho; o que indicou que os sobreviventes ndo foram injuriados e que
a injuria causada pelo tratamento foi irreversivel, resultando na morte dos
microrganismos. Estas observagdes foram confirmadas por ensaios realizados por
WUYTACK et al. (2002) em meios de cultura adicionados de fatores de barreira ao
crescimento, tais como pH (5,5 a 7,0), SDS (0 a 100 mg.L"1) e concentragao salina
(0 a 6%), que nao surtiram efeito inibidor maior sobre microrganismos expostos ao
tratamento por alta pressao, indicando que nao houve injuria resultante deste

processamento.
3.3.2 Ensaio de multiplas passagens

A Figura 3.4 mostra o efeito de mdltiplas passagens de bateladas de uma
suspensao de L. delbruecki em cerveja pelo sistema de pasteurizacdo por ultra
alta pressao dinamica nas pressdes de 100, 150, 200 e 250 MPa.
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Figura 3.4 — Efeito do numero de passagens na destruicao de L.
delbruecki em cerveja pilsen por alta pressao dinamica.

A Figura 3.4 mostra que houve a total reducdo da carga inicial do
microrganismo (8,03 ciclos logaritmicos) na primeira passagem da suspensao pelo
sistema a pressao de tratamento de 250 MPa. A reducéo total da carga s6 ocorreu
na segunda passagem nos tratamentos realizados a 200 MPa, e na terceira
passagem a 150 MPa. Trés tratamentos sucessivos a 100 MPa reduziram cerca
de 5 ciclos logaritmicos do microrganismo. Os efeitos de tratamentos sucessivos
nao foram potencializados ou antagbnicos entre si, exibindo comportamento

aditivo.

Os resultados observados por WUYTACK et al. (2002) corroboram esta
observacao, que tratando suspensdes de Staphylococcus aureus e Yersinia
entrerocolitica por homogeneizacdo a alta pressao, a 300 e 200 MPa,
respectivamente, obtiveram destrui¢cdes aditivas a cada ciclo de tratamento, sendo
que S. aureus foi reduzido em 4 ciclos logaritmicos apds quatro passagens com
reducdes de cerca de um ciclo logaritmico a cada passagem.
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3.4 CONCLUSAO

O tratamento por ultra-alta pressdo dindmica foi eficaz na redugdo de
contagens de microrganismos caracteristicamente contaminantes de cerveja.
Mesmo em contagens iniciais bastante altas (cerca de 6 ciclos logaritmicos),
praticadas para que se pudesse medir as reduc¢des devido a pressao, 0 processo
pbde eliminar a totalidade da carga inicial em pressoées de até 300 MPa.

Lactobacillus delbruecki, um termolactobacilo, foi o mais resistente ao
tratamento por alta pressdo, tendo apresentado recuperagdo de microrganismos
vidveis a pressao de 200 MPa. Desta forma, o L. delbruecki pode ser utilizado

como o alvo do processo de alta pressao dindmica para cervejas do tipo pilsen.

O processamento por alta pressao dinamica de L. delbruecki em cerveja
tipo pilsen exibiu uma dependéncia positiva entre a pressao de trabalho e a
destruicdo do microrganismo, que pode ser associada a uma fungédo quadratica ou
mesmo log linear (para efeito de comparagdo com a literatura), com boas
explicacbes do fendbmeno. Foi observado que a morte do microrganismo resultou
de uma injuria irreversivel, e injuria subletal ndo pode ser observada.

Por fim, o tratamento por multiplos ciclos de processamento resultou em
pressdes subletais resultou em um efeito aditivo, ndo tendo sido observado
sinergismo por sensibilizagdo do microrganismo ou desenvolvimento de

resisténcia em ciclos subsequentes.
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CAPITULO 4- EFEITO DA TEMPERATURA INICIAL DE PROCESSAMENTO
POR ALTA PRESSAO DINAMICA E CONCENTRACAO INICIAL DE CO;
SOBRE A DESTRUICAO DE L. DELBRUECKI EM CERVEJA TIPO PILSEN.

4.1 INTRODUCAO

A homogeneizacao por ultra alta pressao ou alta pressao dindmica é um
processo alternativo, nao térmico, de estabilizagdo microbioldgica, cujo
funcionamento segundo LACROIX et al. (2005) baseia-se na produgédo de altas
pressdes por um sistema de bombeamento positivo que forga o fluido através de
uma fenda estreita ajustavel, causando uma descompressao abrupta que gera,
nesta fenda um gradiente de pressdo e consequientes aceleragdes do fluido
(FLOURY et al., 2005), que submetem as células microbianas a enorme fric¢ao,
cisalhamento e cavitagdo, que resulta na destruicdo de microrganismos (KLENIG
e MIDDELBERG, 1997).

A temperatura de entrada em um sistema de alta pressdo dinamica
associada ao aquecimento promovido durante a passagem do fluido na valvula de
homogeneizagao pode ser aproveitada para o aumento de eficiéncia do sistema,
como tratamento térmico brando (HAYES et al., 2005), ou exercer um efeito sobre
0S mecanismos de destruicdo de microrganismos, especificamente nas forgcas
viscosas responsaveis pela ruptura celular (DIELS et al., 2004).

BANG e BARBOSA-CANOVAS (1999) utilizou alta pressdo hidrostatica
(cerca de 275 MPa por 30 s) para inativar Saccharomyces cerevisiae em suco de
magca a 23°C, com e sem saturacdo de CO,, obtendo 2 e 3 ciclos logaritmicos de
destruicdo respectivamente, indicando que houve sinergismo entre o0
processamento e a adi¢cdo do didxido de carbono. HONG e PYUN (1999) atribuiu
a destruicdo de Lactobacillus plantarum por injecao a alta pressdao de CO;, ao
abaixamento do pH intracelular devido a penetracdo de CO. na célula, em
detrimento a ruptura mecénica das células. TAUSCHER (1994) confirma que o

diéxido de carbono, assim como outros acidos inorganicos, submetido a alta
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pressao hidrostatica ioniza-se, solubilizando-se no meio aquoso e resultando em

alteragdo da concentragao hidrogenibnica.

NOMA et al. (2004) investigaram um método de descompressao rapida (2
ms) para promover a ruptura de células aumentando a eficiéncia da destrui¢céo por
alta pressdo e obtiveram aumento no efeito bactericida sobre bactérias Gram

negativas.

Este trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia dos fatores:
concentracdo de diéxido de carbono na cerveja e temperatura de entrada na

destruicdo do microrganismo Lactobacillus delbruecki por alta pressdo dinamica.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Matéria Prima

Cerveja engarrafada de marca comercial (pasteurizada) com pH 4,5,
2,5°Brix e 4,7°GL foi adquirida para os testes de estabilizagdo microbioldgica.
Utilizando um sistema de carbonatacdo por vela sinterizada obteve-se a
carbonatacédo desejada para os ensaios medida em Volumes de COg, através da

tomada de pressao em frascos acoplados de manémetro.
4.2.2 Microrganismo

Lactobacillus delbruecki foi obtido de colecao de culturas (Colegao de

Culturas Tropical — Fundacao André Tosselo, Campinas-SP).
4.2.3 Meios de Cultura

Foi utilizado o meio MRS - De Man, Rogosa, Sharpe (Oxoid), caldo ou
agar, para os ensaios com Lactobacillus delbruecki. Para a manutencdo de

culturas bacterianas foi utilizado o meio Litmus Milk, leite tornassolado (Difco)
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4.2.4 Estabilizacao microbioldgica da cerveja

Foi utilizado para os ensaios 0 equipamento de ultra-alta pressao, tipo
homogeneizador UAP (Stansted Fluid Power Ltd.), com capacidade para tratar
260 mL/minuto de amostra em regime continuo. A pressdo maxima de trabalho do

equipamento é de 340 MPa.

O equipamento foi acoplado a um trocador de calor por serpentina na
saida da valvula de homogeneizacgdo para resfriar o produto a 25°C, de modo a
minimizar os efeitos de morte térmica sobre o microrganismo. O sistema foi
sanitizado com alcool etilico a 70% incluindo os tanques de amostra e produto e
mangueiras de conexao para garantir a assepsia dos testes. A manipulacdo e
tomada das amostras foram realizadas em capela de fluxo laminar horizontal

acoplada ao sistema.

Foram determinadas as redugbes de contagens de vidveis devido a morte
por pressurizagao para Lactobacillus delbruecki as pressdes de trabalho de 150,
MPa para o ensaio de efeito de temperatura e 150 e 170 MPa para o teste do
efeito do teor de didxido de carbono. As contagens do microrganismo foram
realizadas por plagueamento e o resultado expresso em UFC/mL, antes e depois
do tratamento. Foram preparadas contagens de indculos da ordem de 10°
UFC/mL e foram adicionados na diluicdo de 1% (v/v) . As contagens foram

realizadas em duplicata para confirmacao das tendéncias do processo.
4.2.5 Efeito da temperatura de entrada

A cerveja foi distribuida em recipientes previamente esterilizados
acondicionados nas temperaturas de 6, 10, 20, 23, 30, 44, 50°C até estabilizago.
Um trocador de calor por serpentina foi acoplado na entrada do sistema de modo
a controlar a temperatura. O sistema foi equipado com um termopar em linha para
registrar e controlar o meio de aquecimento ou refrigeracao externo a serpentina
de produto. Foram registradas as temperaturas do produto no recipiente de
entrada, na saida da serpentina (entrada na maquina), em um ponto anterior a
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valvula de homogeneizacdo (sob alta pressédo), apés a valvula de
homogeneizacao e apds o trocador de calor de saida. Para tanto foram instalados
termopares de cobre-constantan previamente calibrados ligados a um aquisidor de
dados (Data Loger, Bernant Co., Gra-Bretanha), por sua vez ligado a um
microcomputador com software para captura de dados de temperatura. O
recipiente de entrada foi acoplado a um sistema de contrapressao de CO; para
impedir a formacéo de bolhas de gas durante a succéo de produto pelo sistema.

Foi utilizada cerveja com carbonatacéo inicial de 2 volumes.
4.2.6 Efeito da concentracao de CO, na cerveja.

A cerveja foi preparada com os teores de didéxido de carbono de 0, 0,5, 1,0
e 2,0 volumes a 25°C. Cada qual foi acondicionada em recipiente dotado de
contrapressao de COy, acoplado diretamente a entrada do sistema de alta pressao
dindmica e inoculada com uma suspensdo de L. delbruecki com concentragao
celular de cerca de 10® UFC/mL & razdo de 1%. As amostras foram processadas a
150 e 170 MPa, e amostras foram coletadas para contagem de sobreviventes

viaveis. Os testes foram realizados em duplicata.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Efeito da temperatura de entrada

A Figura 4.1 mostra a influéncia da temperatura de entrada da suspensao
de L. delbruecki em cerveja na destruicdo deste microrganismo submetido ao
tratamento por alta pressao dinamica a 150 MPa, preliminarmente determinado
como um tratamento subletal & 25°C.
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Figura 4.1 — Destruicao por alta pressao dinamica a 150 MPa de L.
delbruecki em cerveja em funcao da temperatura de entrada da valvula de

homogeneizacgao.

Foi observado na Figura 4.1 que a temperatura de entrada da suspensao
de bactérias em cerveja influenciou a morte do microrganismo, causando maior
destruicdo em temperaturas mais altas. Também se péde constatar que aumentos
de temperatura de entrada causaram incrementos que nao seguiram uma
progressao linear, indicando uma potencializagcao dos efeitos da temperatura e do
tratamento por alta pressdo dindmica. Foi constatada uma grande variagéo entre
os extremos da variagdo de temperaturas com cerca de 3 ciclos logaritmicos de

diferenga entre processos realizados a 10°C e 50°C.

Segundo DIELS et al. (2004) que estudaram o efeito da temperatura de
entrada na destruicdo de Escherichia coli, observaram que a temperatura exerce
uma importante agdo sobre as taxas de destruigdo do microrganismo: em

temperaturas em que a saida do sistema do bloco de homogeneizagdo nao
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ultrapassa os 65°C, a agdo do aumento da temperatura resulta em modificages
de viscosidade nos fluidos causando mudancas em efeitos mecanicos envolvidos
na destruicdo dos microrganismos tais como cavitagdo e turbuléncia. Em
temperaturas baixas a cavitagcdo € menor devido as menores pressdes de vapor,
mas, na medida que a cavitagdo ocorre, tem efeitos mais drasticos devido ao
violento colapsamento dessa cavitagdo em baixas pressdes de vapor. A
turbuléncia aumenta com a temperatura resultado da diminuicdo da viscosidade,
levando assim a uma maior cavitagdo e ambos a uma maior destruicdo

microbioldgica.

A Figura 4.2 mostra medidas de temperaturas em diferentes pontos do
processo com temperaturas de entrada variando entre 12 e 41°C.
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Figura 4.2 — Temperaturas no processamento por alta pressao
(150 MPa) em funcao das temperaturas de entrada. As posicoes da legenda
referem-se: A - Temperatura de entrada no sistema; B — Temperatura de
entrada (ap6s compressao adiabatica e imediatamente antes da valvula de
homogeneizacao); C — Temperatura apés a valvula de homogeneizacao; D —
Temperatura apés o trocador de calor (agua a 250C).
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Em temperaturas de entrada mais altas que 23,7°C, o calor gerado pelo
atrito na vélvula de homogeneizagdo excedeu a minima temperatura que gera
letalidade no microrganismo, de cerca de 55°C (CASADEIl et al, 2001;
GOUESBET et al., 2001), porém, o tempo de residéncia no trocador foi muito
pequeno (calculado em 4,5 s para temperatura de 80°C), minimizando o efeito de
destruicdo pela temperatura. No entanto, os efeitos da temperatura e da
homogeneizagdo por alta pressdo podem ser utilizados em combinacdo na

destruigao de microrganismos (HAYES et al., 2005).
4.3.2 Efeito da concentracao de CO, na cerveja.

A Figura 4.3 mostra a destruicao de L. delbruecki por tratamento por alta
pressao dindmica a 150 e a 170 MPa em fung¢ao do teor inicial de diéxido de

carbono em cerveja.
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Figura 4.3 — Numero de reducoes decimais (NRD) de L. delbruecki por
tratamento por alta pressdao dinamica (150 e 170 MPa) em funcao da

concentracao de CO., em cerveja.
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Os dados apresentados na Figura 4.3 mostraram uma influéncia da
concentracdo inicial de didéxido de carbono na cerveja sobre a morte do
microrganismo em suspensdo. Os resultados indicaram que os aumentos da
concentracdo de CO» resultaram em uma menor eficiéncia do tratamento, sendo o
processamento a 150 MPa capaz de inativar cerca de 3,5 ciclos logaritmicos do
microrganismo na cerveja descarbonatada, enquanto que na cerveja contendo 2

volumes de COg, apenas cerca de 1,5 ciclos logaritmicos foram inativados.

Estes efeitos foram observados em ambas as pressdes de processo
aplicadas tendo sido o processo a 170 MPa o mais eficiente em todas as
concentragdes de CO, empregadas.

O efeito antagbnico, observado entre o tratamento por alta pressao
dindmica e a concentragdo de diéxido de carbono na destruicdo do
microrganismo, pdde ser atribuido a efeitos fisicos da expansdo do CO. sobre a
agulha da valvula de homogeneizag¢do, com forte turbuléncia, consequentemente
afetando a operacao estavel do sistema. BROOKMAN (1974) observou em seu
experimento que as condigdes de escoamento turbulento ndo favorecem a ruptura
celular em comparagcdao com o escoamento laminar, e aponta que altas pressées
de operacdo, em que ocorrem condi¢cdes de estol — descolamento da camada
limite - as velocidades nas valvulas diminuem com correspondente diminuicao da

ruptura celular, apesar da pressao se manter relativamente constante.

Esses efeitos sobre a operagédo do sistema parecem sobrepujar os efeitos
positivos da cavitacdo e turbuléncia descritos por DIELS et al. (2004), que
puderam ser associados nos ensaios da influencia da temperatura de entrada na
destruicao celular.

4.4 CONCLUSAO

As temperaturas de entrada de produto tiveram grande influéncia na
eficiéncia de destruicdo do microrganismo L. delbruecki, com cerca de 3 ciclos
logaritmicos do microrganismo de diferenga de destruicdo entre a temperatura
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mais alta (50°C) e a mais baixa (10°C). Os mecanismos envolvidos foram de
natureza térmica resultantes do atrito gerado na valvula de homogeneizagdo, mas
minimizados pelas caracteristicas construtivas do equipamento, e mecénicas,
aceleracdes resultantes do gradiente de pressao na valvula, alto cisalhamento, e

consequente turbuléncia e cavitagao.

O diéxido de carbono, ao contrario do esperado, ndo promoveu uma maior
inativagdo celular, por conta de uma turbuléncia excessiva na valvula, vazao
inconstante devido a maior compressibilidade do fluido, resultando em uma
operacao erratica e em uma menor eficiéncia de destruicdo. Solugdes industriais
devem ser futuramente consideradas para garantir a eficiéncia do processo ou a
realizacao da carbonatacao a posteriori.
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CAPITULO5- COMBINAGCAO DE ALTA PRESSAO DINAMICA E DE
LISOZIMA PARA TRATAMENTO DE L. BREVIS EM UM SISTEMA MODELO DE
ALIMENTO - TAMPAO FOSFATO PH 6,0.

5.1 INTRODUCTION

Hurdle technology is based in the concept that applying gentle individual
steps to gradually reduce microbial counts, it is possible to better preserve the
sensorial and nutricional characteristics of a product, rather than when only a
single method of preservation is used. The hurdle concept combines factors such

as heating, pH, antimicrobials, competitive flora and others.

L. brevis is a commonly found spoilage bacterium in beverages
(HOLLEROVA and KIBIZNIAKOVA, 2001), specially in beer and wine, causing off-
flavour and increasing the turbidity (ASCHEE et al.,1992; PRIENST and
CAMPBELL, 1999).

Dynamic high pressure (DHP), also called ultra high pressure
homogenization (UHPH), is a non-thermal process that is used to cause a partial or
complete inactivation of the microbial population in food. The process is an
alternative to heat treatment for heat-labile products, getting a maximal retention of
the chemical and physicochemical product properties, resulting in a better
sensorial quality (WUYTACK et al.,, 2002).

In the process of homogenization the fluid is forced under pressure through
a narrow gap where it is subjected to rapid acceleration after which it undergoes an
extreme drop in pressure (LANCIOTTI et al., 1996).

Many studies were carried out to determine the action of High Pressure
Homogenization (HPH) against many microorganisms. POPPER and KNORR
(1990) reported that the homogenisation treatment at 100 MPa reduced 3 log
cycles of Escherichia coli and Bacillus subtilis cell population and 1 log cycle of
Streptococcus lactis. LANCIOTTI et al. (1994) observed that a high pressure
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homogenisation treatment of around 100 MPa caused a reduction of Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica and Yarrowia lypolytica cell populations of
approximately 2, 3 and 6 log cycles, respectively.

Lysozyme is a naturally occurring enzyme and hen egg albumin is the
primary source for commercial extraction. The enzyme has the ability to hydrolyse
the B 1,4 glycosidic bond between N-acetylmuramic acid and N-acetil-D-
glucosamine of the peptidoglican that is the major component found in Gram-
positive bacteria cell walls (LOSSO, 2000). Hydrolysis of cell walls by lysozyme
causes damage in the structural integrity and results in the lysis of the bacterial cell
(PROCTOR, 1988).

Also, lysozyme is relatively low priced compared to other antimicrobial
agents such as nisin (CHUNG et al,, 2000), and is classified as GRAS
(DAESCHEL et al., 1999).

Lysozyme was shown to be effective as a preservative of cheeses, cow’s
milk, beer (MAKKI and DURANCE, 1997), fresh fruits and vegetables, fish and
meat (GILL and HOLLEY, 1999), and wine; in these products the control of
pathogenic and spoilage bacteria by lysozyme showed good results (NATTRESS
et al., 2001).

Some authors have observed that the partially unfolded lysozyme structure
has shown a development of effectiveness against Gram-negative bacteria without
antimicrobial activity loss against to Gram-positive bacteria (MASSCHALK et al.,
2001; IBRAHIN et al., 2001; DURING et al., 1999). The results also showed that
muramidase activity was independent of the antimicrobial mode of action.

High pressure is known to promote structural changes in lysozyme
(AKASAKA et al., 1997) although the effect has to be investigated, as SAIKUMAR

et al. (1995) could not observe activity loss in treatments up to 150 MPa.

This work aims to evaluate the use of lysozyme and dynamic high pressure
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process as hurdles in the control of L. brevis in a buffer system, in order to
investigate the effects of each treatment and the resulting interactions of the

combined treatments.
5.2 MATERIAL AND METHODS
5.2.1 Bacteria and growth media

Lactobacillus brevis (CCT 3745) and Micrococcus lysodeikticus (ATCC
4698) were obtained from Tropical Culture Collection (Campinas-SP, Brazil).
Lyophilised cells of Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698) were obtained from
Sigma chemical Co.(St. Louis, MO). L. brevis was grown in Difco Lactobacillus
media (MRS - agar and broth) and M. lisodeikticus was grown in NA.

5.2.2 Muramidase activity

Lysozyme was obtained from the commercial formulation Novagard"”
(Rhodia, S.A.S), and had a specific activity of at least 95% of 24000 U.mg".

Hydrated M. lysodeikticus in solution (1.5 mg lyophilised cells per 10
mL of phosphate buffer, pH 6.3, with initial absorbance at 450 nm of 0.8 - 0.7 AU)
was used to determine lysozyme activity using the turbidity assay method as
outlined in the Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) Bulletin n® 11-77, with few
modifications: For each essay, 0.1 mL of the lysozyme sample was added to 2.5
mL of a M. lysodeikticus suspension. The suspension was mixed and the optical
density was read after 30 seconds at 450 nm in a spectrophotometer Spectronic
21D (Milton Roy). A decrease in absorbance was recorded every minute for 5
minutes. One unit of activity was defined as the amount of enzyme that produced a
change in absorbance of 0.001AU.min™' under these conditions. Lysozyme

samples were assayed in quadruplicate.
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5.2.3 Dinamic high pressure treatment

The ultra high pressure treatments were performed in a ultra high pressure
homogeniser, model FPG 7400H:350 (STANSTED Fluid Power LTD. Essex UK) at
pressures between 0 and 300 MPa with a nominal flow of 250 mL.min™.
Thermocouples for temperature registering where placed at the outlet of
intensifiers, of the main homogenisation valve and of the product cooler, connected
to a data logger model 692-8010 (Barnant Co., Barrington IL.).

5.2.4 Minimal inhibitory concentration (MIC)

MIC was tested by the method described by Stupiello (1993). 30 pL of a
culture of L. brevis were added to test tubes containing 10 mL of MRS broth media
and lysozyme at concentrations of 0, 25, 50, 75, 100 and 250 mg.L™". The tubes
were incubated for 24h at 30°C and the growth was determined by turbidity (580
nm). The MIC value was the lowest concentration of lysozyme that showed
inhibition of bacterial growth in 24h.

MRS broth media was inoculated with L. brevis (10° CFU.mL") and
lysozyme was added at the concentrations of 0, 25, 50, 75 and 100 mg.L". The
optical density due to growth of the suspension was measured until it reached an
increment of 0.1 UA. The results were plotted on a graph using mathematical
software (Origin 6.0); an exponential fit equation was obtained for the lag phase

time calculations.
5.2.5 Dynamic high pressure treatment of lysozyme

A 1g.L" solution of lysozyme in phosphate buffer was prepared and treated
at 0, 60, 100, 150, 200, 250 and 300 MPa.

After the treatment, samples were collected for lysozyme muramidase
activity and antimicrobial activity determination. Lysozyme action against the
bacteria was performed inoculating L. brevis into MRS broth containing 50 mg.L™

of treated lysozyme, and measuring the optical density due to growth at 2h
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intervals for 25h; the lag phase time and the growth rate at 21h (p21) were obtained
by derivation of the fit obtained for the growth curve. The kinetic parameters were
analysed by the Tukey test — ANOVA using the STATISTICA program (Statisoft

inc.).
5.2.6 Effect of lysozyme in a Lactobacillus brevis suspension

The bacterial count decay due to the lysozyme antimicrobial treatment was
determined preparing test tubes containing 0, 50 and 100 mg.L™" of lysozyme in a
phosphate buffer previously inoculated with L. brevis (10° cfu/mL). Counts where
performed after 0, 1, 2, 3 and 7 days of storage at ambient temperature (25°C). In
order to optimise a lysozyme pre-treatment of the bacterial suspension the assay
was performed by collecting samples after 1,2,3, 4 and 5h of contact.

5.2.7 Effect of dynamic high pressure on L. brevis suspension

A 10° CFU.mL" bacterial suspension in phosphate buffer was prepared by
inoculating L brevis. The suspension was then treated at 300, 250, 200, 150, 100
and 60 MPa in the high pressure homogenizer. After the treatment, the samples
were plated in MRS agar and incubated at 30°C.

A similar assay was performed treating the microbial suspension at 150,
160, 170, 180 and 190 MPa in the high pressure homogenizer, to refine the
obtained results.

5.2.8 Combined treatment of L. brevis suspension and storage cell count

Lysozyme was added to a L.brevis suspension at the concentration and
contact time optimised by the pre treatment test (50 mg.L" per 2h). The
suspension was treated by high pressure homogenisation at the sub lethal
pressures of 150, 160, 170 MPa. The samples were then plated.
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Samples of each treatment pressure were taken after 1, 2, 3 and 7 days of
storage at ambient temperature. The loss of viability was calculated using the

results obtained from the counts of colony forming units (CFU/mL).
5.3 RESULTS AND DISCUSSION

Lysozyme activity was found to be 60,320 UA. All results were obtained
with lyophilised cells as the substrate since previous tests with cultured
Micrococcus lysodeikticus did not show repeatability. The physiological state and
interference of the growth media constituents on optical density resulted in different
decay rates, leading to differences in in the results for activity. The results obtained
with the standardized method using lyophilised cells showed a covariance of 6.9%.

5.3.1 MIC and Growth Curve

The Minimal Inhibitory Concentration of lysozyme against L. brevis was 50
mg.L'". The observation of the test tubes for more than 24h showed that the
inhibition previously observed was transitory and that after 48h L. brevis grew in

the tubes containing lysozyme in concentrations up to 100 mg.L™.

Similarly, MAKKI and DURANCE (1996) who studied the effect of lysozyme
in a L. brevis B-12 strain, observed that the enzyme could delay the growth culture
for 9 days, but did not show a permanent inhibition of L. brevis.
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Figure 5.1 shows the time necessary to obtain a 10’ CFU/mL of L. brevis

in presence of lysozyme (0, 25, 50, 75 and 100 mg.L™).
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Figure 5.1 - Time (h) necessary to obtain a L. brevis count of 10’
CFU.mL™" versus lysozyme concentration

The results obtained showed that the initial count of L. brevis of 10°
CFU.mL™ resulted in long lag phases. This could be observed even in the culture
without addition of lysozyme that resulted in a 36h period.

The addition of lysozyme was able to cause a growth delay in the culture,
as previously observed in the MIC test. Similarly, it was possible to observe that
the growth delay caused by lysozyme is clearly more concentration dependent in
the range from 25 to 50 mg.L than at higher enzyme concentrations. Above 50
mg.L”" lysozyme action is less concentration dependent indicating a possible
saturation of its antimicrobial activity.

Within this assay it was not possible to evaluate if the phenomenon
observed was caused by the increase in the lag phase time or by the reduction of

growth rates, due to the lack of sensibility of the spectrophotometric method.
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Nevertheless, FRANCHI et al. (2003) studied the effect of lysozyme on Lactobacilli
cultures and observed that the effect on the exponential phase was not significant,
indicating that all the effects observed by lysozyme action occurred due to lag
phase extension.

In order to evaluate the lysozyme antimicrobial action an initial load of L
brevis of 10® CFU.mL™" was exposed to 50 mg.L™" and 100 mg.L™ for a period of 5
hours (Figure 5.2). The results showed that the major action of the enzyme
occurred in the first 2 hours of contact with an average reduction of about 0.73 log
(MIC concentration) and 0.9 log cycles for 50 mg.L™" and 100 mg.L™”, respectively.
Between 2 and 4h of contact, the reduction observed was of approximately 0.35
log cycles. This suggests that the lysozyme action was a function of the contact
time and, after a determined period, the culture lost its susceptibility to lysozyme.
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Figure 5.2 — Antimicrobial effect of 100 mg.L™" of lysozyme on a L.
brevis cell suspension.
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As the cell recovery was performed immediately after the treatment in a
rich growth media it lower counts would be expected in real food systems since the

degree and extension of cell injury was not taken in account.

The determination of the effect of contact time of lysozyme against bacteria
was previously performed by IBRAHIN et al. (1996b). The authors were able to
reduce 2 logarithmic cycles in the initial count of a Staphylococcus aureus
suspension of 5,5x10° CFU.mL" in 1h of contact with 50 mg.L™" of lysozyme.
POPPER and KNORR (1990) showed that the addition of 3 mg.L" caused almost
1 cycle logarithmic reduction in the initial count of Streptococcus lactis.

The influence of the storage temperature in the subsequent development
of the L. brevis culture, after the above described lysozyme treatment, resulted in
an unaltered count for seven days without lysozyme. With the addition of 50 and
100 mg.L™" of lysozyme 1.5 logarithmic cycles of decay were observed at 8C and

25T, showing no differences between the temperatur es.

After 24h of contact, a variation in the suspension count of 0.3 log cycles
was observed. The culture maintained the counts during the assay, with a
difference of less then 0.5 logarithmic cycles at the different concentrations of
lysozyme. Therefore, it is possible to conclude that lysozyme was effective in the L.
brevis count reduction only in the first hours of contact; hereafter the enzyme did

not show activity against the microorganism suspension.
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5.3.2 High pressure homogenisation treatment of lysozyme

The results for the lysozyme enzymatic activity after treatment in the
homogenizer are shown in Figure 5.3.

120%

100% 4

80% -

60% -

40% -

Residual Activity (%)

20% -

O% T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Pressure (MPa)

Figure 5.3 - Muramidase activity of lysozyme after high pressure
treatment

The results showed that the lysozyme muramidase activity did not change at
pressures below 200 MPa. It was observed that at pressures of 250 MPa and 300
MPa the activity reduction was of about 12 and 50%, respectively. An equivalent
activity reduction to that observed at 300MPa (50%) was reported by IBRAHIM
(1998) when heating a solution of lysozyme at 80°C for 20 minutes at pH 6.0.

As proposed by IBRAHIM (1998) and other authors (MASSCHALK et al.,
2001; DURING et al., 1999), the activity reduction did not indicate antimicrobial
activity decay. Therefore, it was necessary to measure the antimicrobial effect of
treated lysozyme to evaluate the consequences of the homogenisation treatment.
The inhibitory effect, determined for the L. brevis culture by the
measurement of the lag phase time and the growth rate, was determined: the lag
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phase did not differ significantly and was of 15h; the growth rate values at 21h and

the deviations are shown in Table 5.1.

Table 5.1 - Values of [ain

Sample treated with Values of pz1n (UA.h™)

lysozyme processed at: Mean Deviation
0 MPa 0.059 0.003
150 MPa 0.061 0.003
300 MPa 0.061 0.000
Without lysozyme 0.089 0.003

A significant difference was observed according to ANOVA and a difference
test was performed. The results of the Tukey difference test are shown in the Table
5.2.

Table 5.2 - Average values and significance (p) for the Tuckey mean test
for Hain

0 MPa 150 MPa 300 MPa  Without Lysozyme

Average (UA.h™) 0.059 0.061 0.061 0.089

0 MPa - 0.840 0.772 0.001

150 MPa 0.840 - 0.999 0.002

300 MPa 0.772 0.999 - 0.002
Without Lysozyme 0.001 0.002 0.002 -

Values in bold type showed significance at 5%

The Tukey test results showed a difference at a significance level of 5% in
the values for p21n between samples with lysozyme and the control, though no

difference was observed between the treated and untreated lysozyme activity.

These results indicated that despite the fact that the DHP caused a loss of
enzymatic activity (reduction of 50% of the original activity after treatment at 300
MPa) an antimicrobial activity loss was not achieved. In a study published by
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DURING (1999) the author tested the antimicrobial activity of native lysozyme,
partially heat denatured lysozyme and a synthetic peptide with no muramidase
activity, against an Escherichia coli strain. No correlation between antimicrobial
and enzymatic activity was observed since the three forms showed the same

antimicrobial activity.

In conclusion, the molecular conformation change promoted by the dynamic
high pressure treatment on lysozyme was measurable by the consequent
enzymatic activity loss, but did not exert a significant loss of antimicrobial activity.

5.3.3 Effects of dynamic high pressure on a L. brevis suspension

The results obtained in the test are shown in Figure 5.4.
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Figure 5.4 - L brevis reduction curves caused by dinamic high
pressure (DHP) treatment — values at 200 MPa and over are total destruction
of the populations and deviation bars taking to account the initial loads.

The results showed that the effect of the pressure of 100 MPa caused less
than 1 log cycle of reduction. A reduction of approximately 1 log cycle was
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observed at 150 MPa. The reductions obtained using pressures above 200 MPa
showed a complete destruction of the initial cell count (4.00 x 10" UFC.mL™).

The test results showed 150, 160 and 170 MPa as sublethal treatment
conditions for the L. brevis suspension (10° CFU.mL-1), with 1.4, 2 and 4 log
cycles reduction, respectively. At 180 MPa a total destruction of the initial
suspension (10° CFU.mL-1) was observed.

It was observed that between 60 and 300 MPa the inactivation of the L.
brevis suspension was not linear. Conversely, in the interval from 150-180 MPa,
the adjustment of a log-linear curve was possible, with a R? of 0.944. The adjusted
curve resulted in a Dp value of 5.5 MPa for L. brevis in the buffer system.

From these results it was possible to observe that an increase in pressure in
the expansion valve caused an exponential increase in cell inactivation. POPPER
and KNORR (1990) attributed cell death to sudden decompression with effects of

torsion, wave-shocks of cavitation and bubble implosion.

5.3.4 Combined treatment of the L. brevis suspension and storage cell
count

The main objective of this assay was to evaluate the action of lysozyme as a
antimicrobial agent and dynamic high pressure treatment as a form of cold
pasteurization, as hurdle processes for a suspension of L. brevis in a model

system. The results obtained are shown in Figure 5.5.
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Figure 5.5 - Hurdle Test: combination of lysozyme pre-treatment and
dynamic ultra high pressure treatment against L. brevis in a pH 6.0 buffer
system.

The results showed that a pre-treatment with 50 mg.L™ of lysozyme caused
a reduction of 1.12 log cycles in 2h, which is compatible with the results previously
obtained. The DHP treatment caused a reduction of 1.5, 3 and 5 log cycles at 150,
160 and 170 MPa, respectively. The reduction observed at 160 and 170 MPa
increased by at least 1 log cycle after the pre treatment, as compared to the results

obtained with no previous lysozyme treatment.

These results indicate that in this hurdle process, apart from the additive
effects due to the isolated actions of lysozyme and DHP, a synergistic effect
associated with the increase in the high pressure effect due to pre treatment with
lysozyme, was observed. PROCTOR (1988) observed the synergistic effect as a
consequence of the mode of action of the lysozyme, consisting of a partial lysis of
the microorganism cell wall, decreasing the rupture threshold to the pressure

variation at the expansion valve.

The storage study showed that despite the suspension being in

contact with treated lysozyme, the enzyme had no antimicrobial action against the

58



Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

L. brevis and the count of the suspension was stable during the 7 days of

thestorage test, independent of the pressure to which the sample was submitted.

POPPER and KNORR (1990) performed a similar study, using 1 and 3
mg.L" of lysozyme and pressures between 20 and 140 MPa against Streptococcus
lactis. The results obtained showed no synergistic action but an additive effect was
observed, with an almost 1 log cycle reduction caused by a 1 hour pre treatment.

On the other hand, MASSCHALK et al. (2001) showed synergism between
the treatment at high hydrostatic pressure (220 and 300 MPa) and that with
partially denatured lysozyme (10 to 100 mg.L™"). The results showed an increase in
the destruction of Pseudomonas fluorescens of 2.5 decimal reductions in the
presence of 100 mg.L™" of lysozyme and treatment at 155 MPa.

5.4 CONCLUSION

The MIC of lysozyme against Lactobacillus brevis was 50 mg.L ", although
this inhibition showed a transitory characteristic. A growth curve was obtained that
showed that lysozyme was able to delay the growth of L. brevis by 1.5 days at the
MIC concentration, and that an increase in the lysozyme concentration did not
result in a proportional increase in the antimicrobial effect. It was observed that
lysozyme added at concentration of 100 mg.L™" in a L. brevis suspension (10°
CFU.mL™) could reduce 1.26 log cycles in a period of 4 hours. Thus it was possible
to conclude that lysozyme can be useful in the control of food spoilage by L. brevis

and to reduce L. brevis contamination.

The treatment of lysozyme by DHP up to 250 MPa results in an enzymatic
activity loss; with a treatment of 300MPa the residual activity was 50%. The
antimicrobial activity was not affected by the DHP treatment showing no correlation
between activities at this degree of denaturation.

The L. brevis suspension treated by DHP showed that pressures below 100
MPa had no significant reduction effect on the microorganism. Pressures between
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150 and 170 MPa caused a sublethal effect on the suspension, with reductions of
about 1.0 log cycle at 150MPa and a D, of 5.5 MPa. Pressures up to 180 MPa
caused a total reduction of the microbial suspension (10° CFU.mL™). These results
suggest that the DHP is efficient against L. brevis.

Using this hurdle combination study it was possible to conclude that the
combination of lysozyme and DHP had an additive effect on the L. brevis
suspension. Moreover a synergistic effect was observed at pressures of 160 and
170 MPa with an increase of about 1.0 log cycle after pre-treatment with 50 mg.L™

of lysozyme.
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CAPITULO 6- ESTABILIZACAO DE CERVEJA TIPO PILSEN POR
ANTIMICROBIANOS BIOPROTETORES E ESTUDO DE TRATAMENTO
COMBINADO COM ALTA PRESSAO DINAMICA.

6.1 INTRODUCAO

A cerveja € um meio pouco favoravel para o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, esporulados, producdo de toxinas ou mesmo o
crescimento de deteriorantes. A fermentacdo tem sido um método eficiente de
conservacao de alimentos e conseqlentemente a cerveja historicamente foi
reconhecida como um alimento seguro. As barreiras ao crescimento de
microrganismos em cervejas sao: o teor alcodlico que pode variar de 0,5 a 10 %
em massa, mas que nas receitas mais difundidas € de aproximadamente 5% ; o
pH, em torno de 4,0 (cerveja pilsen) e acidez resultante da adi¢cao (acido latico) e
producdo de acidos organicos; a adicdo de compostos de lupulo (humulona,
lupulona, cohumulona acido humilico); a presenca de diéxido de carbono
(aproximadamente 0,5%) e baixas tensdes de oxigénio (abaixo de 0,1 mg.L™)
(SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

Assim, os problemas microbiologicos das cervejarias referem-se a alguns
microrganismos geralmente deteriorantes: Lactobacillus produzem acidez latica,
gomas e aromas indesejaveis (producdo de diacetil pelo L. diacetilactis, por
exemplo), Pediococcus, formam &cido latico a partir de glicose, bactérias acéticas
sdo capazes de oxidar o etanol produzindo acido acético, aromas indesejaveis e
“rope” (filamentos de polissacarideos). Outros microrganismos deteriorantes s&o:
Acetobacter, Acetomonas, Enterobacteriaceae (produzem aromas adocicados),
Klebsiella, Pectinatus (promovem turvacdo e formacdo de &acido acetico,
propiénico e HyS), Zymomonas (formam acetaldeido e H»S) e leveduras selvagens
que sao microrganismos dos géneros Saccharomyces, Torulopsis, Pichia,
Candida, Hansenula e Rhodotorula (ASSCHE, 1992; BRIGGS et al., 1994).
Alguns outros microrganismos contaminantes tém sido identificados como

emergentes como Megasphaera cerevisiae presente em cervejas de baixo teor de
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alcool, Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus frisingensis, Selenomonas lacticifex
(JESPERSEN e JAKOBSEN 1996; SATOKARI et al., 1998).

MONTVILLE e CHEN (1998) definem biopreservacao de alimentos como a
utilizacdo de bactérias laticas (probidticos), seus metabdlitos ou ambos para
melhorar ou assegurar a qualidade e a seguranga de alimentos que n&o sao

necessariamente fermentados.

Algumas substancias extraidas de alimentos com propriedades
antimicrobianas sédo consideradas bioprotetores e foram descritas pela literatura
(LUCK E JAGER 1997). A lisozima de ovos e o extrato de aroma de lupulo,
utilizado na fabricagdo de cervejas, sdo exemplos dessa classe de substancias

bioprotetoras.

O tratamento a alta pressao por homogeneizacao ou alta pressao dinamica
€ capaz de destruir microrganismos pela repentina perda de pressao que ocorre
na valvula de expansao, pela torcdo e por estresse causado pelo choque das
ondas de cavitagao resultando na imploséo de bolhas (POPPER e KNORR, 1990)

WUYTACK et al. (2002) observou que, segundo os mecanismos de agéao
envolvidos no sistema de alta pressdao dinamico, a destruicdo ora ocorria de
maneira total e irreversivel, ora ndao havia o efeito da destruicdo conforme as
condi¢des praticadas, e que nao se pbéde observar injaria. Assim, a combinagao de
barreiras como teor de cloreto de sédio e pH foram pouco efetivas na destruicao
por alta pressao dindmica, mas um agente que diminuisse a resisténcia fisica das

paredes microbianas tal como a lisozima poderia exibir sinergismo na destrui¢ao.

Lisozima € uma enzima extraida da clara de ovos brancos, correspondendo
a 0,5% de peso da albumina (PROCTOR,1988), que apresenta atividade de N-
acetilhexosaminidase e hidrolisa a parede celular de bactérias nas ligagdes [
(1->4)- N- acetil muramida e N-Acetil-glicosamina do peptidoglicano da parede da

célula, provocando morte celular.
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Nisina € uma bacteriocina obtida por fermentacéo, na fase de crescimento
exponencial, de Lactococcus lactis, ndo toxica, termoestavel, eficiente contra
bactérias gram positivas, e quando associada ao EDTA, eficiente contra bactérias
Gram negativas (CHAN et al., 1996).

O espectro de agdo da nisina é relativamente estreito sendo ativa contra
bactérias Gram positivas, como bactérias laticas, clostridium, bacilos,
estreptococos e em combinacdo com quelantes contra algumas bactérias gram
negativas, mas ineficaz contra fungos e leveduras (LUCK e JAGER, 1997).
GARRIGA et al. (2002) reportou que Lactobacillus produtor de limosidade em
carnes pode ser mantido abaixo do limiar de deteccdo do teste (< 102 CFU.mL™)
utilizando um tratamento com nisina (25.600 UA.mL™") e alta pressao hidrostatica
(400 MPa por 10 minutos a 17°C).

O presente estudo visa avaliar a eficacia da utilizagdo de bioprotetores
para o controle de contaminag¢des microbiolégicas em cervejas, utilizando nisina Z,
um lantibiético produzido por Lactococcus lactis, extrato de aroma lupulo e
lisozima de ovos, além de um extrato fermentado contendo bacteriocina produzida
por Lactobacillus sake (sakacina). Uma vez selecionados 0s antimicrobianos
eficazes, o trabalho visou avaliar a combinacao de bioprotetores com o tratamento
por alta pressdo dinamica para a estabilizacdo microbiolégica de cerveja.

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Matéria Prima

Cerveja engarrafada de marca comercial (pasteurizada) com pH 4,5,
2,5°Brix e 4,7°GL foi adquirida para os testes de estabilizagdo microbioldgica e

enzimatica.
6.2.2 Microrganismos

Foram obtidos de colecao de culturas (Colecdo de Culturas Tropical —

Fundagao André Tosselo, Campinas-SP) microrganismos descritos na literatura
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como comumente contaminantes de cerveja: Lactobacillus brevis, Lactobacillus
delbrueckii e Acetobacter aceti, além de Listeria innocua para testes com
sakacina. Os microrganismos Pediococcus sp., Schizosaccharomyces ludwigii e
Saccharomyces diastaticus, foram obtidos da colecdo de culturas particular da
cervejaria AmBev, unidade de Jacarei — SP. Por fim, Lactobacillus sake 2a foi
cedido pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da USP, Sao Paulo — SP.
6.2.3 Meios de Cultura

Foi utilizado, para os ensaios com bactérias laticas, o meio MRS - De
Man, Rogosa, Sharpe (Oxoid), caldo ou agar. Para o crescimento de leveduras o
meio utilizado foi o PDA; para crescimento em meio liquido foi utilizado caldo de
extrato de malte (15 g.L”' — marca Oxoid)), enriquecido com 4% p/v de extrato de
levedura (Oxoid). Para as bactérias acéticas foi utilizado MRS (Oxoid) agar ou
caldo adicionado de 2% de etanol P.A. (Merck). Para L. innocua, foi utilizado meio
TSB (triptone soy broth) para repiques e TSA (triptone soy agar) para ensaios em

placas de Petri.

Para a manutencdo de culturas bacterianas foi utilizado o meio Litmus
Milk, leite tornassolado (Difco) exceto A. aceti que foi repicado em rampas de MRS
acrescido de 2% de etanol. As leveduras foram mantidas em rampas de meio PDA
(potato dextrose agar — Oxoid) cobertas com 6leo mineral estéril para evitar

resecamento.
6.2.4 Bioprotetores

Nisina e lisozima foram obtidas na forma das formulagbes comerciais
Novasin e Novagard (entdo Rhodia S.A.S.), respectivamente. Foi utilizado um
bioprotetor a base de um extrato de aroma de IUpulo, constituido de [-acidos,
obtido junto a Rhodia S.A.S.
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6.2.5 Producao de sakacina

A producgao de sakacina por L. sake 2a foi realizada conforme descrito por
LISERE et al. (2002) apresentado na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 — Meio de producéao de sakacina (LISERE et al., 2002)

Componente da férmula Concentracao
(g.L7)
Peptona 10,000
Extrato de carne 8,000
Exrato de levedura 4,000
Glicose 5,000
Tween 80 1,000
Fosfato monobasico de potassio 2,000
Acetato de sodio anidro 3,000
Citrato de aménio 2,000
Sulfato de magnésio 0,200
Sulfato de manganés 0,038
Agua destilada q.s

Foi utilizado meio 0,5% de glicose com o intuito de minimizar a redugéao do
pH e resultante inibicao da producdo do bioprotetor. O pH foi acertado com
hidréxido de sédio 0,1N até pH 6,0 para que baixos valores de pH nao inibissem o
microrganismo teste (Listeria innocua) resultando em um falso positivo. A
esterilizacdo do caldo contendo a bacteriocina foi realizada por microfiltragdo em
filtro de 0,45p.

Foi utilizado o método descrito por ROGERS e MONTVILLE (1991) para
testar a producédo do bioprotetor pela linhagem de L. sake 2a, utilizando-se o
Listeria innocua como indicador da atividade. O indicador foi inoculado em

superficie de placas de MRS agar contendo 20 mL do meio, e em seguida foram
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cortados pocos de 6,8 mm de diametro onde foram pipetados 30 uL do bioprotetor
previamente produzido. Os halos de inibicdo foram medidos, expressos em

milimetros de diametro.

6.2.6 Determinacao da eficacia de bacteriocinas sobre os contaminantes de

cerveja e determinacao de MIC (concentracao minima inibitéria)

A minima concentracéo de inibicao do crescimento dos contaminantes por
um determinado bioprotetor (valor de MIC) foi expresso em unidades de
concentragdo do bioprotetor no meio. O método foi realizado para todos os
bioprotetores de maneira a quantificar a susceptibilidade e selecionar os
bioprotetores mais eficazes. Os ensaios foram realizados em duplicata segundo o
método de MIC em meio liquido descrito por STUPPIELLO (1993) para todos os
microrganismos exceto A. aceti, para qual utilizou-se o0 método de MIC em meio

solido.

O método de MIC foi realizado utilizando-se 0 meio mais apropriado
para o crescimento do microrganismo em teste, € em meio liquido utilizou-se uma
série de tubos com diluicdes dos antimicrobianos em teste; enquanto que para o
MIC em meio sélido, utilizou-se 0 método em que o antimicrobiano é adicionado a
placas de Petri em pocos de 30 uL, perfurados no meio de cultura apropriado
inoculado previamente em superficie (100uL de uma cultura de 24 horas em
Erlenmeyer, incubado em shaker 20 rpm). As leituras para ambos os métodos
foram realizadas apds 24 horas de incubagdo na temperatura adequada ao
respectivo microrganismo, ou até que houvesse o crescimento no tubo ou placa
sem a adigdo de antimicrobianos (branco). Foi anotada a primeira concentragao
da série de pocos ou tubos em que foi observada formagéo de halo de inibigdo ou
auséncia de turvacao do meio, para o MIC sélido e liquido, respectivamente. Foi
observada também a permanéncia da inibicdo medindo-se 0 MIC apds 48 h de
incubacao.
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6.2.7 Determinacao da atividade residual de nisina e lisozima

Nisina e lisozima foram obtidas na forma das formulacbes comerciais

Novasin e Novagard (entdo Rhodia S.A.S.), respectivamente.

Nisina foi tratada por alta pressdo dinamica em solucdo tampao na
concentragdo de 1 g.L™' nas pressées de 100, 200 e 300 MPa e sua atividade
residual avaliada em relagdo a nisina nao tratada. A atividade residual percentual
de nisina foi determinada em tampéo fosfato, pH 6,0 pelo método modificado de
ROGERS e MONTVILLE e CHEN (1991), em que halos de inibicdo do
crescimento em placas de petri, em meio MRS de L. sake foram medidos a volta
de pocos em que foram aplicadas as amostras das solugdes de nisina tratadas.
Com os resultados foi determinada a razdo entre a atividade medida da solucao
tratada e da solucdo ndo submetida ao tratamento.

A atividade de muramidase de lisozima ndo tratada e de lisozima
processada a ultra alta pressao dinamica (100, 150, 200, 250 e 300 MPa) foi
determinada em tampao fosfato pH 6,0 utilizando-se o método descrito por Ibrahim
(1997), obtendo-se entdo o percentual de atividade restante apds cada tratamento
nas referidas pressoes.

6.2.8 Tratamento por ultra alta pressao dinamica

Foi utilizado para os ensaios 0 equipamento de ultra-alta pressao, tipo
homogeneizador UAP (Stansted Fluid Power Ltd.), com capacidade para tratar
260 mL/minuto de amostra em regime continuo. A pressdo maxima de trabalho do
equipamento € de 340 MPa.

O sistema consiste em um conjunto de duas bombas intensificadoras de
pressao, constituidas de dois pistdes hidraulicos, valvulas de entrada de produto
eletropneumdticas, valvulas de retencdo, sincronizadas de maneira a bombear o
produto continuamente e manter a pressao constante (compensando a

compressibilidade do fluido) na tubulacdo até a véalvula de homogeneizagéo
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primaria. Esta vélvula é dotada de um sistema de agulha e sede que se
contrapéem sob o efeito de um sistema hidraulico que regula indiretamente a
pressao do produto, monitorada em um mandémetro. As temperaturas de entrada,
apds a compressao, apods a valvula de homogeneizagao e apos o resfriamento séo

monitoradas por termopares.

O equipamento foi acoplado a um trocador de calor por serpentina na
saida da valvula de homogeneizagao para resfriar a amostra, de modo a minimizar
os efeitos de morte térmica sobre 0 microrganismo ou denaturacdo térmica dos
bioprotetores. O sistema foi sanitizado com alcool etilico a 70% incluindo os
tanques de amostra e produto e mangueiras de conexao para garantir a assepsia
dos testes. A manipulacdo e tomada das amostras foram realizadas em capela de

fluxo laminar horizontal acoplada ao sistema.
6.2.9 Tratamento combinado por alta pressao e lisozima

Os ensaios com tratamentos combinados foram realizados utilizando-se
lisozima na concentragao de 50 mg.L"1, com um tempo de contato de uma hora, e
tratamento por ultra alta pressdo dinamica. Escolheu-se realizar um pré-
tratamento com lisozima, pois testes preliminares indicaram que a agdo da
lisozima sobre L. brevis somente poderia ser observada a partir de uma hora de
contato, com redugdes de cerca de um ciclo logaritmico, redug¢éo abaixo da qual o
erro do método de plagueamento poderia incutir em incerteza acerca de sua agao.

Dessa maneira pode-se garantir uma agao concomitante dos tratamentos.

Foram preparados indculos de L. brevis com contagens da ordem de 10°
UFC/mL e adicionados na diluigdo de 1% (v/v) a cerveja contendo 100 mg.L™" de
lisozima. Foram determinadas as redugdes de contagens de vidveis devido a
morte por pressurizacdo e tempo de contato com lisozima a do Lactobacillus
brevis. As contagens do microrganismo foram realizadas por plaqueamento e o
resultado expresso em UFC/mL, sendo realizadas na amostra antes e depois do

tempo de pré-tratamento com lisozima e apos o tratamento por ultra alta presséo
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dindmica a 100 e 140 MPa, duas pressoes subletais. Foram realizadas repeticées
para confirmagéo das tendéncias do processo.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 6.2 estdo descritos os resultados de concentracdo inibitoria
minima obtidos para as bactérias Lactobacillus brevis, Lactobacillus delbrueckii,
Pediococcus sp. e para as leveduras selvagens Saccharomyces diastaticus e

Saccharomyces ludwigii.

Tabela 6.2 — Concentragdes inibitérias minimas de bioprotetores sobre
suspensodes de microrganismos contaminantes de cervejas.

Nisina Lisozima Extrato de IUpulo sakacina

Microrganismo mg.L™ mg.L™ mg.L™ % de extrato v/v
L. brevis 3,0 50,0* >1000 >50%
Pediococcus sp. 2,0 >200 >1000 -

A. aceti** >100 >1000 >1000 >50%

L. delbrueckii 0,8 1,0 >1000 >50%

S. ludwiggi >200 >200 >1000 >50%

S. diastaticus >200 >200 >1000 >50%

* Inibicdo transitéria revertida apds 48h de incubagéo.
** Para A. aceti utilizou-se o método MIC em meio sélido, e nao foi

observado halo de inibicao até as respectivas concentragdes.

Os resultados mostram que as leveduras selvagens nao foram inibidas
pelos bioprotetores utilizados nas concentragdes indicadas, mostrando que estas

substancias ndo séo eficientes no controle destes microrganismos em cervejas.
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Tal observacao era esperada para nisina que nao apresenta acao contra bolores e

leveduras.

Nisina foi capaz de inibir trés linhagens de bactérias contaminantes de
cervejas, exceto A. aceti, em concentracdes abaixo de 5,0 mg.L”" mostrando-se
assim um bioprotetor eficiente no controle de contaminagbes bacterianas de
cervejas em condi¢cdes de anaerobiose. O espectro de acao da nisina é reportado
por CHUNG e HANCOCK (2000) como limitado contra bactérias Gram negativas.
Os autores observaram inibicdo de todas as cepas testadas (Brochothrix
thermosphacta, os Lactobacillus sake e curvatus, Pediococcus acidilactici e

Leuconostoc mesenteroides.

Segundo HAMMOND et al. (1999) compostos fendlicos do extrato de
l[Upulo, mostraram-se eficazes na inibicAo de Lactobacillus, no entanto, a
preparacdo comercial utilizada de extrato de lupulo nédo foi capaz de inibir o
crescimento de nenhuma linhagem até concentracbes de até 1g.L"1,

demonstrando-se inadequada para o controle de contaminagdes de cervejas

SAKAMOTO e KONINGS (2002) descreve a resisténcia dos
microrganismos contaminantes de cerveja, indicando que Lactobacillus brevis se
mostrou o microrganismo mais resistente aos compostos antimicrobianos de
l[Upulo. O autor reportou que o microrganismo pode adquirir resisténcia aos
compostos de lupulo pelo aumento gradual destes agentes no meio de

crescimento em seguidos repiques.

Em ensaios preliminares, Lactobacillus brevis foi submetido a sucessivos
repiques em teores cada vez maiores de cerveja, produzindo uma cultura com
caracteristicas de crescimento em cerveja diferentes da cultura inicial, em que
havia o declinio da cultura em até 0,3 ciclo logaritmicos por hora. Assim
SAKAMOTO e KONINGS (2002) atribui a resisténcia dos microrganismos a sua
adaptacdo a cerveja pela inibicdo do mecanismo de acdo dos compostos do

l[Upulo, sejam eles a promocdo de extravasamento celular e a inibicdo do
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transporte ativo de aminoacidos e acucares. A producado de moléculas de acidos
graxos de cadeias longas presentes nas membranas dos microrganismos
resistentes estao segundo o autor, relacionadas com a inibicdo de sitios ativos de
acao dos compostos de lupulo e com a resisténcia ao etanol. Outros mecanismos
descritos sdo a producdo de enzimas, extrusdo ativa por transporte ativo
especifico para estas substancias e composigao lipidica modificada da membrana
citoplasmatica de algumas bactérias laticas deteriorantes, e impedem o influxo dos

ativos do lapulo nas células.

A lisozima por sua vez nao foi eficaz contra os Pedicoccus sp. nem contra
o A. aceti, mas mostrou-se capaz de inibir ambos os Lactobacillus. Dentre os
Lactobacillus o L.brevis apresentou crescimento no tubo de 50 mg.L! de lisozima,
apos o periodo de leitura de MIC (24 h) estabelecido na metodologia e apenas a
adicao de 100 mg.L-1 de lisozima foi capaz de inibir o crescimento apés 48 h. O

resultado indicou uma transitoriedade na inibicado do microrganismo.

Sakacina néo foi capaz de inibir nenhum dos microrganismos até a adigéo
maxima de 50% em volume do extrato produzido no meio de cultura do teste, ou

quando adicionado a 100% no poco para teste com o A. aceti.

Foi observado em um teste preliminar para verificar a atividade do extrato
de sakacina, que o mesmo foi capaz de produzir um halo de inibigdo de 12,5+0,7

mm de didmetro em uma cultura de Listeria innocua.

Bavaricina MN, purificada de cultura de L. sake mostrou acdo sobre
paredes de Listeria monocytogenes, causando extravasamento do conteudo
intracelular medido por fluorescéncia (KAISER e MONTVILLE, 1996).
(WINKOWSKI et al. 1993) observou que o microrganismo, inoculado a 10°
CFU/mL, apresentou capacidade de reduzir as contagens iniciais de Listeria

monocytogenes (10 CFU/mL) em 10 vezes em cubos de carne com molho.

Bavaricina A produzida por L. sake foi capaz de inibir 11 das 25 linhagens
de Lactobacillus testados, 9 de 10 linhagens de Listeria, 2 de 5 linhagens de
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Pediococcus, Enterococcus € 5 de 15 linhagens de Lactococcus, mas nao
apresentou eficacia contra Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus ou bactérias
Gram negativas (MESSENS e DE VUYST, 2002).

HOLLEROVA e KIBIZNIAKOVA (2001) estudaram a presenga de
contaminantes em bebidas fermentadas que, por suas caracteristicas de baixo pH,
presenca de dioxido de carbono e alcool etilico, tem como principais
microrganismos responsaveis pela deterioracdo as bactérias lacticas. Os autores
estudaram 63 amostras de bebidas e isolaram L. brevis em 40% das amostras,
sendo que 50% destes deterioram a bebida em 3 semanas de vida de prateleira;
desta forma, os resultados obtidos apontaram L. brevis como o deteriorante de

maior importancia em bebidas fermentadas.

Devido ao L brevis ser considerado um importante microrganismo
deteriorante em cervejas e apresentar maior resisténcia a nisina e lisozima, que o
L.delbruecki, microrganismo alvo do processo de alta pressao dinamica (FRANCHI
et al, 2004), o L. brevis foi selecionado para o estudo de tratamentos
combinados. Assim, conforme a Tabela 6.2 as concentrag¢des inibitérias minimas
de nisina e lisozima medidas em 24h de incubagéo foram de 3,0 e 50,0 mg.L ™",
tendo sido observado que a inibicdo da lisozima foi revertida apds 48 horas,
indicando uma inibicdo transitéria, (até concentracdes de 1,0 g.L”"). MAKKI e
DURANCE (1997) obtiveram resultados semelhantes em L. brevis B-12 tendo sido
possivel retardar o crescimento da cultura em nove semanas, sem no entanto
obter uma inibigdo permanente.

Foi avaliada a acdo do processamento por alta pressdo dindmica sobre as
atividades de nisina e lisozima. A Figura 6.1 mostra a relacao entre a atividade de

nisina e a pressao a que a solugao foi submetida no tratamento.
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Figura 6.1 — Efeito do tratamento por alta pressao dinamica sobre a

atividade de nisina em cerveja.

Foi observado que a atividade de nisina ndo foi significativamente afetada

pelo tratamento por alta pressdo, nem mesmo a 300 MPa.

A recuperacao de células viaveis de L. brevis da cerveja contendo nisina
(< 3,0 mg.L") ndo foi possivel, indicando que as barreiras presentes na cerveja
tais como pH, escassez de nutrientes e teor de etanol (GANZLE e ULMER, 2001),
em combinagdo com a nisina foram suficientes para impedir o crescimento do
microrganismo. Nao foi realizada a combinacao dos métodos uma vez que mesmo
a baixas concentra¢des a nisina, que nao apresentou reducao da atividade apds o
tratamento, ndo foi observado efeito transitério ou subletal, impossibilitando a
medicdo na combinacdo da nisina com o tratamento por alta pressado dinamica.
Testes preliminares de tratamentos combinados entre alta pressao dinamica a 100
MPa e nisina (3,0 mg.L'") mostraram que nenhum microrganismo pdde ser

recuperado dessa forma.
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A estabilizagdo de cerveja por nisina foi extensamente descrita pela
literatura (OGDEN e WAITES, 1986; OGDEN e TUBB, 1985; CHIHIB et al. 1999) e
especificamente sua agdo contra L. brevis foi estudada por VAUGHAN et al.
(2004).

A Figura 6.2 mostra a atividade de lisozima submetida ao tratamento por
alta

pressao.
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Figura 6.2 - Atividade de muramidase de lisozima tratada a alta pressao

dinamica em cerveja.

Os resultados obtidos demonstraram que a atividade de muramidase da
lisozima é pouco alterada até tratamento a 200 MPa que exibiu uma reducéo de
14%. A 250 MPa foi obtida uma reducdo aproximada de 26% da atividade inicial
da enzima e, a 300 MPa, foi observada uma reducdo aproximada de 53% da
atividade inicial. A inativagdo em cerveja foi similar a obtida em meio tampao como

mostrado na Figura 6.2.
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A homogeneizacao por alta pressdo (300 MPa) causou a ruptura
irreversivel de agregados de proteina devido ao forte fluxo de elongacéo, que
resultou em forcas de friccado (BOUAOUINA et al., 2005).

Os resultados obtidos indicam que o tratamento a 300 MPa resultou em
uma perda de atividade semelhante a obtida por tratamento térmico realizado por
IBRAHIM (1998) nas condigbes de 80°C por 20 minutos a pH 6,0, que obteve uma

reducao de atividade enziméatica de 50%.

Conforme comentado por alguns autores (IBRAHIM, 1998; MASSCHALCK
et al., 2001) a perda de atividade de muramidase pode néo estar relacionada com
a perda de atividade antimicrobiana, tornando necessaria a observacdo da
atividade antimicrobiana da enzima dissociadamente da desnaturagdo pela acao
da pressao. A Tabela 6.3 mostra a duracdo da fase lag de culturas de L. brevis
adicionadas de 50 mg.mL"' de lisozima previamente tratada nas pressées

indicadas por alta pressao dinamica.

Tabela 6.3 — Atividade antimicrobiana de lisozima tratada por alta pressao
dindmica sobre a duracao da fase lag (A) de culturas de L. brevis.

Pressao de tratamento Fase Lag Desvio padrao
(MPa) (horas)
Sem lisozima 3,04 0,00
0 12,30 0,01
150 13,74 0,01
300 11,89 0,01

Foi observado na Tabela 6.3 que a atividade antimicrobiana da lisozima,
quantificada pela sua capacidade de causar aumento da duracédo da fase Lag de
uma cultura de L. brevis, nao foi significativamente afetada pelo tratamento por
alta pressao do bioprotetor. IBRAHIM et al. (1997) reportou um aumento de
atividade de lisozima contra microrganismos Gram positivos e desenvolvimento de

acao anti Gram negativos ap6s desnaturagao parcial.
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VANNINI et al. (2004) atribuiu a mudangas de conformacéo da lisozima
ocorridas sob tratamento por homogeneizacao a 75 MPa, o aumento da inativagao
de uma cultura de L. plantarum.

A Figura 6.3 mostra a destruicdo de uma suspenséao de L. brevis por alta

pressao dindmica em cerveja.
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Figura 6.3 - Numero de reducoes decimais de Lactobacillus brevis em
funcao da pressao de tratamento por ultra alta pressao dinamica em cerveja.

O tratamento a 200 MPa foi capaz de reduzir por completo a carga inicial de
microrganismos. O tratamento a 150 MPa reduziu 6,4 ciclos logaritmicos e o
tratamento a 140 MPa mostrou-se subletal, conforme a Figura 6.3. E importante
observar que o crescimento das colbnias recuperadas se desenvolveu com a
mesma velocidade e atingiu 0 mesmo tamanho final e aspecto que as colbnias
nao tratadas, o que indica que o tratamento subletal ndo causou injaria aparente, o
que esta de acordo com as observagdes de WUYTACK et al. (2002), que nao
observou a diminuicdo das contagens de microrganismos tratados por alta

pressdo dindmica em meios contendo barreiras ao crescimento, com relacédo a
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microrganismos nao tratados. Esta caracteristica se deve ao fato de que o
mecanismo de destruigdo pelo sistema de homogeneizagao por alta pressao seja
de natureza fisica, decorentes dos gradientes de velocidades no interior da
valvula, descritos por BROOKMAN (1974) e mais recentemente e especificamente
para o sistema utilizado por FLOURY et al. (2004).

A Figura 6.4 mostra a agdo combinada, sobre uma suspencgao de L. brevis
em cerveja (1,95.10°ufc.mL™), de um tratamento utilizando 100 mg.L™" de lisozima,
e alta pressao dinamica a 100 e 140 MPa em cerveja.
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Figura 6.4 — Contagem de UFC.mL"' de Lactobacillus brevis em
cerveja pilsen submetida ao tratamento com 100 mg.L"' de lisozima
combinado com ultra alta pressao dinamica a 100 e 140 MPa.

Foi observado na Figura 6.4 que o tratamento apenas com lisozima foi
capaz de promover uma reducdo de cerca um ciclo logaritmico da carga de

microrganismos. O tratamento por alta pressao dindmica a 100 MPa foi capaz de
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reduzir cerca de um ciclo logaritmico da carga inicial em concordancia com os
resultados anteriormente expostos na Figura 6.3. A 140 MPa foi observada a
reducao de cerca de 4 ciclos logaritmicos. MASSCHALCK et al. (2001) sugeriu
que a exposi¢cao a ultra alta pressao hidrostatica pode causar a sensibilizacdo de
microrganismos a nisina e lisozima aumentando a ag¢ao dos antimicrobianos,
especificamente quando aplicada em pulsos de pressao, pela exposi¢cao dos sitios
hidrofébicos das moléculas em agua nas condigbes de redugdo de volume, e
conseqliente maior interacdo com as paredes € membranas do microrganismo,

onde agem os antimicrobianos lisozima e nisina.

DIELS et al. (2005) utilizou lisozima (100 mg.L'") e observou que em
pressdbes maiores ou igual a 150 MPa houve um efeito da lisozima sobre o
microrganismo apo0s tratamento por alta pressao dindmica aumentado, atribuido
ao aumento da permeabilidade da célula, devido ao componente hidrostatico
(ainda que pequeno) do processamento a alta pressao.

Tal efeito ndo pode ser observado no presente trabalho, devido as baixas
pressdes praticadas (até 140 MPa) em funcdo da resisténcia diminuida do
microrganismo em cerveja. Pelos mesmos motivos VANNINI et al. (2004) néo
observou 0 aumento da permeabilidade a lisozima pela alta pressao.

Foi observado também na Figura 6.4 que a lisozima continuou atuando
sobre o L. brevis, causando no decorrer do tempo (10 dias) a destruicao da carga
inicial do microrganismo nas amostras tratadas a por alta pressdo dinamica. O
processo utilizado ndo promoveu selegdo de microrganismos resistentes a
lisozima que continuou agindo no decorrer do tempo de prateleira medido, o que
foi observado por MASSCHALCK et al. (2000) para o tratamento por alta pressao

hidrostatica.
6.4 CONCLUSAO

Nisina mostrou-se um antimicrobiano eficaz contra as bactérias Gram

positivas contaminantes de cerveja. L. delbruecki mostrou grande sensibilidade a
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nisina (0,8 mg.L™") e lisozima (1 mg.L") e seu crescimento pode ser controlado por

estes antimicrobianos em cerveja.

Nenhum antimicrobiano testado, por sua vez, foi eficiente em inibir as
leveduras selvagens indicando que o método de controle microbiolégico ndo pode

ser utilizado isoladamente para a conservagéo de cerveja.

O microrganismo Gram negativo aerébio (A. acet) nado pbde ser
controlado pelos antimicrobianos. Como tal condigcdo provém de problemas de
incorporacao de oxigénio ou de problemas de estaqueidade ou condi¢cées de
barreira da embalagem, a garantia de conformidade no processamento minimiza

0s perigos de contaminagao pelo microrganismo.

Uma sugestdo para trabalhos futuros é a avaliagdo da capacidade de
sensibilizagdo pela alta pressdo dinamica dos microrganismos estudados aos
bioprotetores, uma vez que no presente trabalho microrganismos que n&o
puderam ser controlados pelos bioprotetores (A. aceti e leveduras selvagens) néo

foram submetidos ao tratamento combinado.

Nisina e lisozima nao tiveram suas atividades reduzida pelo tratamento
por alta pressao dindmica até 300 MPa. Assim, o uso de nisina como barreira ao
crescimento de bactérias laticas contaminantes de cervejas ndo é antagonizado
pelo tratamento. Sinergismos nao foram avaliados devido a alta sensibilidade do L.

brevis a nisina, sendo dificil estabelecer uma dosagem pratica subletal em cerveja.

O tratamento combinado com alta pressao e lisozima foi eficiente, com
reducao inicial das contagens em um ciclo logaritmico pela exposicéo a 100 mg.L™
de lisozima por uma hora, seguido da reducéo pelo processamento a alta pressao
dindmica (cerca de 4 ciclos logaritmicos a 140 MPa) e continuacdo da acao da
lisozima no decorrer do periodo do teste com completa desativagdo do
microrganismo. N&o se observou tampouco a selecdo de microrganismos

resistentes durante a estocagem do produto processado desta forma.
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CAPITULO7- ESTUDO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO POR ALTA
PRESSAO DINAMICA SOBRE A QUALIDADE DA CERVEJA - COR,
TURBIDEZ E POTENCIAL DE OXIDO REDUCAO.

7.1 INTRODUCAO

Cerveja Pilsen é uma cerveja de baixa fermentacdo ou Lager,
caracterizada pela sedimentacao da levedura de fermentagao ao final do processo
de maturacdo. Industrialmente é envasada em latas metdlicas ou garrafas de
vidro, pasteurizada para garantia da estabilidade microbiolégica. E o tipo de
cerveja mais difundido no mercado brasileiro, e caracteristicamente € uma bebida
de cor clara, espuma densa, limpida e de médio a baixo teor alcodlico
(aproximadamente 4,5°GL). Comumente é estabilizada microbiologicamente em
tuneis de pasteurizacao, apés o enchimento das latas ou garrafas de vidro.

No entanto, métodos alternativos a pasteurizacdo em tunel vém sendo
empregados pela industria cervejeira com o intuito de garantir a estabilidade
microbiolégica do produto minimizando os efeitos indesejaveis da aplicacdo de

calor.

Equipamentos do tipo “pasteurizador flash” sdo eficientes na preservagao
da qualidade de cerveja, pois minimizam a formacdo de aromas indesejaveis a
papel e papeldao (aldeidos de cadeias longas) conforme WACKERBAUER e
ZUFALL (1998). Estes compostos estdo relacionados com a oxidacdo e
envelhecimento de cervejas (FURUSHU et al.,, 1998). Métodos nado térmicos séao
amplamente difundidos, tais como a filtragdo em membranas, mas com prejuizos a
estabilidade de espuma e turbidez reversivel (HAERNULV e LARSSON, 1992).

CASTELLARI et al. (2000) utilizaram alta pressao hidrostatica (600 MPa, 5
minutos) para estabilizar microbiologicamente amostras de cerveja. O tratamento
promoveu a reducdao de quatro ciclos logaritmicos de bolores e leveduras e
também das bactérias laticas, estabilizando o produto durante a vida util de 49

dias. Nao se observou alteragdes significativas na qualidade da cerveja ap6s o
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processamento, que reteve seus parametros de qualidade (cor, turbidez e
amargor). A utilizagcao de tecnologia de alta presséao foi descrita para estabilizagao
microbiolégica e coloidal, isomerizagao de a-acidos, e melhora de filtrabilidade da
cerveja para valores préximos aos da agua pura pela agdo da alta pressao sobre
os B-glucanos e seus géis, utilizando 300 e 500 MPa por 5 minutos (FISCHER et
al., 2000)

Um parédmetro de qualidade importante no processamento de cerveja € o
escurecimento resultante da reacado de Maillard: TAMAOKA et al. (1991) utilizou
alta pressao para estudar seus efeitos neste mecanismo quimico. Aplicando 50 a
500 MPa a 50C na fase da reacao de condensacdao de aminas com carbonilas,
ndao observou diferencas significativas nas reacbes. Para as reacdes de
escurecimento, no entanto, pressdées de 50 a 200 MPa foram suficientes para
suprimi-las, a um volume de ativagdo de 13 a 27 mL/mol. A ionizacéo e formacéao
de ligagdes sao favorecidas pela compressao e volumes de ativacdo AV
negativos, ao passo que neutralizacdo e quebra de ligagcdes sao favorecidas por
AV positivos.

A presenca de polifendis provenientes do malte e do lupulo tem importante
acao antioxidante contribuindo para o valor oxiredutor, mas sao promotores da
formagdo indesejada de turbidez (MIKYSKA et al., 2002). A estabilizacdo e a
remocao destes taninos se torna necessaria para prevenir a formagao de
complexos tanino — proteinas que causam a turvagao e formacao de precipitados
em cervejas (NARZISS, 1987; BRIGGS, 1981).

O objetivo do presente trabalho é de avaliar a qualidade da cerveja tipo
pilsen submetida a alta pressdo dinamica, avaliando-se a cor, a turbidez e o

potencial redox do prouto tratado.
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7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Matéria Prima

Cerveja de marca comercial tipo pilsen, com pH 4,5, 2,5°Brix e 4,7°GL nao
pasteurizada (chopp) foi adquirida para os testes de estabilizacdo microbiolégica e
enzimatica.

7.2.2 Tratamento por ultra alta pressao dinamica

Foi utilizado para os ensaios o equipamento de ultra-alta pressao, tipo
homogeneizador UAP (Stansted Fluid Power Ltd.), com capacidade para tratar
260 mL/minuto de amostra em regime continuo. A pressado de trabalho do
equipamento foi fixada em 250 MPa para o teste de vida util e 100, 150, 200, 250
e 300 MPa para as medicdes de cor e turbidez em colorimetro.

O equipamento foi acoplado a um trocador de calor por serpentina na
saida da valvula de homogeneizagao para resfriar a amostra, de modo a minimizar
os efeitos do calor gerado na valvula de homogeneizagao sobre a qualidade da
cerveja. O sistema foi sanitizado com alcool etilico a 70% incluindo os tanques de
amostra e produto e mangueiras de conexao para garantir a assepsia dos testes.
A manipulagdo e tomada das amostras foram realizadas em capela de fluxo
laminar horizontal acoplada ao sistema. A cerveja tratada foi envasada em
garrafas de vidro de 355 mL previamente lavadas com CO. e arrolhadas com

tampas metalicas.
7.2.3 Efeito da pressao de tratamento sobre a cor e turbidez da cerveja

Cor segundo o padrdao CIE L*a*b* e turbidez padrdo Hunterlab foram
medidas em um colorimetro ColorQuest — Hunterlab utilizando software de

conversao da mesma marca.
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7.2.4 Analise da qualidade de cerveja durante a vida util

Foram realizadas analises quimicas nas amostras tratadas para
caracterizar as transformagdes ocorridas durante o processamento. As analises
foram: cor (ASBC 55121); turbidez total (AOAC 970.14) utilizando padrdo de
formazina; diéxido de carbono em cerveja (método AOAC 940.17), potencial de
oxido reducao - ITT (indicator time test) pelo método DCI. As analises foram
realizadas no decorrer de 100 dias para avaliagdo da qualidade da cerveja durante

a vida util.
7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Efeito da pressao de tratamento sobre a cor e turbidez da cerveja

O gréfico da Figura 7.1 mostra o efeito da pressao de tratamento por ultra
alta pressado dindmica na turbidez de chopp tipo pilsen nas temperaturas de
entrada de 6 e 25°C.
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Figura 7.1 — Turbidez permanente de chopp tratado por ultra alta
pressao dinamica nas temperaturas de entrada de 6 e 25°C.

Na Figura 7.1 foi observado que o chopp tratado até 150 MPa apresentou
caracteristicas de turbidez abaixo de 15 FTU, mas a partir de 200 MPa constatou-

se um aumento da turbidez.

Péde-se observar que o aumento de turidez foi mais dependente da
pressao de tratamento que da temperatura de entrada de produto.

A formacao de turbidez pode ser atribuida a desestabilizacdo de taninos e a
desnaturacdo de proteinas presentes na cerveja. Mudangas estruturais e de
propriedades tecnoldgicas em proteinas pela aplicacdo de alta pressao dindmica
foram descritas por KHEADR et al. (2002) e LANCIOTTI et al. (2004).
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A Figura 7.2 mostra a relagcdo entre pressdo de tratamento e turbidez

(absoluta) medida segundo o padréo Hunterlab.
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Figura 7.2 — Turbidez (padrao Hunterlab) em funcao da pressao de
tratamento por ultra alta pressao dinamica de chopp tipo pilsen.

O estudo da evolugcao da turbidez em funcdo da pressdao pode ser
confirmado utilizando-se outro método de determinacao de turbidez, mostrado na
Figura 7.2. Pbde-se confirmar a tendéncia de aumento de turbidez segundo o
aumento da pressao, e houve aumento significativo da turbidez no chopp tratado
em relacdo ao chopp sem tratamento (turbidez de 7,8).

CASTELLARI et al. (2000) obtiveram cervejas mais turvas por alta pressao
hidrostatica (600 MPa por 5 minutos) que por pasteurizagdo térmica (60°C por 10
minutos) - cerca do dobro da turbidez reversivel apdés um dia do tratamento e
cerca de 158 NTU contra 47 NTU de turbidez permanente apés 8 dias de
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estocagem, para alta pressao e tratamento térmico, respectivamente. O efeito das

variaveis foi significativo a p<0,01.

E importante salientar que o tratamento a alta pressdo hidrostatica difere
essencialmente do processo dinamico (FANTIN et al. 1996), em que o
componente hidrostatico se limita a cerca de 17,5 segundos no equipamento, mas
de maneira analoga mas mecanisticamente diferente, ocorre a acdo desnaturante
sobre as proteinas. A Figura 7.3 mostra o efeito da pressao de tratamento sobre a

cor de chopp tipo pilsen.

Figura 7.3 — Cor padrao Cie L*a*b* de chopp tipo pilsen tratado por
ultra alta pressao dinamica.
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Foram observadas segundo a Figura 7.3, pequenas variacbes na
luminosidade e cor do chopp processado por ultra alta pressado dindmica. Estes
dados sdo condizentes com as observacbes de TAMAOKA et al. (1991) que
mostra que a formagédo de cor pela reacdo de Maillard é reduzida sob alta
pressdo. CASTELLARI et al. (2000), tratando cervejas por alta presséo
hidrostatica a 600 MPa, também obtiveram produtos pouco alterados com relagéo

ao atributo da cor (Cie L*a*b*).
7.3.2 Analise da qualidade de cerveja durante a vida util do produto

A Figura 7.4 mostra a relacao entre o potencial de 6xido redugao (método
DCI) de chopp tratado por ultra alta pressdao a 250 MPa, presséo efetiva para
estabilizacdo microbiolégica de cerveja e 0 acompanhamento durante o tempo de
estocagem de 100 dias, a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).
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Figura 7.4 - Potencial de 6xido reducao, cor e turbidez de chopp pilsen
medido antes e depois do tratamento por ultra alta pressao dinamica a 250
MPa e acompanhamento durante a vida util.
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Foi observado na Figura 7.4 que o tratamento por ultra alta pressao
dindmica nao afetou significativamente o potencial de oxido redugdo do chopp
logo apds o tratamento, mas observou-se um aumento deste potencial até cerca
de 60 dias de vida util seguido de um rapido declinio, atingindo valores inferiores
aos do chopp inicial no centésimo dia. Tal comportamento foi constatado em
testes preliminares realizados com cervejas pasteurizadas por método térmico.
Por serem testes preliminares ndo foi comparado o desempenho entre os métodos

térmico e por ultra alta pressao dinamica.

A turbidez foi pouco afetada logo apds o processamento, mas observou-se
um grande aumento dos valores deste parametro durante o tempo de estocagem.
Houve dificuldade em medir a turbidez devido a sedimentacado (dos compostos
causadores da turbidez) ocorrida nas garrafas e consequentemente coeficientes
de variacao de até 23,2% foram obtidos.

A cor foi pouco modificada durante o tempo de estabilidade estudado, e ndo
foi observada tendéncia de aumento nos valores de cor, tendo o produto
praticamente mantido a caracteristica inicial. Observa¢cées semelhantes foram
obtidas por CASTELLARI et al. (2000) na estocagem de cervejas processadas por
alta pressao hidrostatica (600 MPa por 5 minutos) por 48 dias no atributo cor,
mantendo-se praticamente inalteradas. No entanto os valores de turbidez
cresceram no decorrer da estocagem. Tal aumento pode ser minimizado pela
utilizacdo de tratamentos adequados de estabilizagdo fisico-quimica como o uso
de filtracdo adicionada de silicas, PVPP, retirada de proteinas entre outros
(NARZISS, 1987).

7.4 CONCLUSAO

Cervejas tratadas por alta pressdao dindmica apresentaram boa retencao
de cor apos o tratamento, e pouca alteracdo durante a estocagem.
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A turbidez foi bastante afetada pelo tratamento por ultra alta pressdo da
cerveja. A temperatura de processo pode influenciar a formacao de turbidez.
Deve-se notar que a cerveja utilizada no teste ndo havia sido estabilizada fisico-
quimicamente, ou seja ndo passou pelo processo de filtragdo ou tratamento por
silica ou PVPP (tratamentos comumente empregados na industria) o que implica
em susceptibilidade de desenvolver turbidez e que cervejas bem estabilizadas

podem apresentar resultados diferentes de turbidez.

O valor do potencial de éxido reducao foi monitorado nos testes e foi
pouco afetado pelo tratamento de alta pressdo dindmica. Este resultado indica que
o0 processo pode ter um efeito positivo na preservacdo das caracteristicas
sensoriais do produto, uma vez que a oxidagdo da cerveja ocorre na medida da
queda do potencial redutor. Trabalhos futuros poderdao elucidar o efeito direto
deste processamento sobre as caracteristicas sensoriais do produto. Este enfoque
nao foi dado neste trabalho, pois a tecnologia de construgcao da maquina de alta
pressao dinamica envolve a utilizagdo de ligas de metais ndo sanitarias; o advento
de um equipamento construido com materiais compativeis com a producao de

alimentos viabilizaria estes ensaios, bem como uma futura aplicacado comercial.
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CAPITULO 8- CONCLUSOES GERAIS

Nisina se mostrou um antimicrobiano eficaz contra as bactérias Gram
positivas contaminantes de cerveja. L. delbruecki mostrou grande sensibilidade a
nisina (0,8 mg.L™") e lisozima (1 mg.L") e seu crescimento pode ser controlado por

estes antimicrobianos em cerveja.

Nenhum antimicrobiano testado, por sua vez, foi eficiente em inibir as
leveduras selvagens indicando que o método de controle microbiolégico ndo pode
ser utilizado isoladamente para a conservagao de cerveja.

O microrganismo Gram negativo aerébio (A. acet) nao pbde ser
controlado pelos antimicrobianos. Como tal condigdo provém de problemas de
incorporacado de oxigénio ou de problemas de estanqueidade ou condi¢des de
barreira da embalagem, a garantia de conformidade no processamento minimiza

0s perigos de contaminagao pelo microrganismo.

O tratamento por ultra-alta pressdo dinamica foi eficaz na reducao de
contagens de microrganismos caracteristicamente contaminantes de cerveja.
Mesmo em contagens iniciais bastante altas (cerca de 6 ciclos logaritmicos),
praticadas para que se pudesse medir as reducdes devido a pressao, 0 processo
pbde eliminar a totalidade da carga inicial em pressées inferiores a 300 MPa.

Lactobacillus delbruecki, um termolactobacilo, foi o mais resistente ao
tratamento por alta pressao, tendo apresentado recuperacdo de microrganismos
vidveis a pressao de 200 MPa. Desta forma, o L. delbruecki pode ser utilizado

como o alvo do processo de alta pressao dindmica para cervejas do tipo pilsen.

O processamento por alta pressao dinamica de L. delbruecki em cerveja
tipo pilsen exibiu uma dependéncia positiva entre a pressado de trabalho e a
destruicdo do microrganismo. Foi observado que a morte do microrganismo

resultou de uma injuria irreversivel, e injuria subletal ndo pode ser observada.
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Por fim, o tratamento por multiplos ciclos de processamento a pressoes
subletais teve como consequencia um efeito aditivo, ndo tendo sido observado
sinergismo por sensibilizagdo do microrganismo ou desenvolvimento de

resisténcia em ciclos subsequentes.

As temperaturas de entrada de produto tiveram grande influéncia na
eficiéncia de destruicdo do microrganismo L. delbruecki, com cerca de 3 ciclos
logaritmicos do microrganismo de diferenga de destruicdo entre a temperatura
mais alta (50°C) e a mais baixa (10°C).

O aumento da concentragdo diéxido de carbono, ao contrario do

esperado, ndo promoveu uma maior inativagao celular.

Para a lisozima, o valor de MIC de Lactobacillus brevis foi de 50 mg.L™, no
entanto a inibicao foi de carater transitério.

A adicdo de 100 mg.L™" de lisozima a uma suspens&o de L. brevis causou
uma redugado de 1,26 ciclos em 4 horas de contato, mostrando que a lisozima
pode ser usada para controlar e reduzir contaminagdes de L. brevis.

O tratamento por alta pressdo dindmica da lisozima gerou perda de
atividade enzimatica (cerca de 50% a 300 MPa). No entanto ndo houve correlacao

entre a perda de atividade enzimatica e antimicrobiana.

O tratamento por alta pressao dinamica de suspensdes de L. brevis em
tampao fosfato a pressdes entre 150 e 170 MPa causaram um efeito subletal,
com reducdo de 1,0 ciclos logaritmicos a 150 MPa, e D, de 5.5 MPa. A presséo de
180 MPa causou total inativagao da carga inicial do microrganismo (10 CFU.mL™)
mostrando que o processo foi eficaz contra o L. brevis.

No tratamento combinado entre lisozima e alta presséo dinadmica, observou-
se um efeito aditivo e sinérgico - cerca de 1,0 ciclo logaritmico puderam ser
constatados a 160 e 170 MPa devido ao sinergismo dos efeitos.

101



Estabilizacdo Microbioldgica de Cerveja por Alta Pressédo Dinamica e Tratamento Combinado Utilizando Bioprotetores

Nisina foi capaz de controlar o crescimento de L. brevis em cerveja
adicionada a 3,0 mg.L™", sendo o estudo com contaminantes diversos um tema

relevante para futuros estudos.

Nem a nisina nem a lisozima tiveram suas atividades antimicrobianas
reduzidas pelo tratamento por alta pressédo dindmica até 300 MPa. Assim, o uso
de nisina como barreira ao crescimento de bactérias laticas contaminantes de
cervejas ndo é antagonizado pelo tratamento. Sinergismos ndo foram avaliados
devido a alta sensibilidade do L. brevis a nisina sendo dificil estabelecer uma

dosagem pratica subletal em cerveja.

O tratamento combinado com alta presséo e lisozima foi eficiente e aditivo,
com reducao inicial das contagens em um ciclo logaritmico pela exposicao a 100
mg.L™ de lisozima por uma hora, seguido da reducéo pelo processamento a alta
pressdo dindmica (cerca de 4 ciclos logaritmicos a 140 MPa) e continuagdo da
acao da lisozima no decorrer do periodo do teste com completa desativacdo do
microrganismo. N&o se observou tampouco a selecdo de microrganismos
resistentes durante a estocagem do produto processado desta forma. A estas

pressdes nao foi observado sinergismo entre os tratamentos.

As cervejas estudadas, tratadas por alta pressdo dinamica apresentaram
boa retengéo de cor apos o tratamento, e pouca alteragdo durante a estocagem.

O valor do potencial de 6xido redugé@o foi monitorado nos testes e foi

pouco afetado pelo tratamento de alta pressao dinamica.

A turbidez foi bastante afetada pelo tratamento por ultra alta pressao da
cerveja. A temperatura de processo pode influenciar a formacéo de turbidez ainda
que o efeito da pressdao é muito mais importante. Deve-se notar que a cerveja
utilizada no teste ndo havia sido estabilizada fisico-quimicamente, o que implica
em maior susceptibilidade na turvagdo e que cervejas bem estabilizadas podem

apresentar resultados diferentes de turbidez.
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Assim, trabalhos futuros utilizando cervejas estabilizadas por uso de
silicas ou polimeros como a polivinil polipirrolidona (PVPP) e utilizando
tratamentos combinados como o realizado no presente trabalho, podem mostrar-
se eficientes sem diminuir a qualidade especificamente a estabilidade fisica da

cerveja.

Outros trabalhos no campo da analise sensorial poderao elucidar o efeito
direto do processamento por alta pressdo dindmica sobre as caracteristicas
sensoriais do produto. Este enfoque nao foi dado neste trabalho, pois a tecnologia
de construgdo da maquina de alta pressdao dindmica envolve a utilizacdo de ligas
de metais ndo sanitarias; o advento de um equipamento construido com materiais
compativeis com a producdo de alimentos viabilizaria estes ensaios, bem como
uma futura aplicagcdo comercial. Estes trabalhos, utilizando ferramentas de analise
de componentes principais e andlise sensorial descritiva dos produtos tratados por
alta pressao dinamica e pasteurizagdo, podem quantificar as notas indesejaveis de
aldeidos de cadeia longa e produtos de oxidagao resultantes do processo térmico,
e verificar se 0 processo nao térmico oferece vantagens de qualidade de aroma

para a cerveja.
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ANEXOS
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ANEXO 1 - Histoéria térmica do ensaio de influéncia da temperatura
de entrada sobre a destruicao de L. delbruecki.
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Figura 1 — Exemplo de historia térmica do ensaio de avaliagédo do efeito da

temperatura de entrada na eficiéncia da ruptura celular.
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ANEXO 2 - Recirculacao no sistema de alta pressao dinamica.

A Figura 1 esquematiza a recirculagdo no sistema de alta pressao

dindmica:
> Vélvula de —» ACUMULO
homogeneizagéo
Ce
Bombas (3 BEQUER

intensificadoras
V,C

Cs

Figura 1 — Esquema de um sistema de alta pressdao dinamica em

recirculacao.

Sejam as variaveis: Q = vazdo de produto (constante), Ce =
concentragao de células viaveis na entrada do reservatério, Cs = concentracao de
células viaveis na saida do reservatério, V = volume do reservatério, C =
concentragdo de células vidveis no reservatorio, R = concentragao reduzida de

células viaveis na valvula de homogeneizacao a pressao de trabalho.
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E as relacoes:

Q=cte
Ce=Cs—R

Balango de massa no Reservatério —

M_o i
F m,—m

dCV
dt

=QCe-QCs=

Considerando mistura perfeita no reservatério e substituindo, temos:

/Q—C C+R

Integrando entre Cy e C;obtém-se:

RQ
jVQ det =C=C, =
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A Figura 2 mostra as contagens de microrganismos viaveis ao longo
do tempo de circulagdo através do sistema de alta pressao dinamica a 100 MPa

de uma suspensao de L. delbruecki e resultados obtidos da aplicagdo do modelo.

Multiplas passagens - Recirculacao 100MPa

[ —-o—- observado
—_ 6*4 e—— -- & - - batelada
TEI T predito
52
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Figura 2 — Recirculacao de suspensdao de microrganismos pelo
sistema de alta pressdao dinamica a 100 MPa. Valores obtidos sob
recirculacao (observado), dados obtidos por passagens sucessivas
(batelada) e dados teéricos obtidos da equacao (predito).

Foi observado que o modelo se aproximou do processo em batelada e
houve uma divergéncia na curva do processo de recirculacdo. Tal observacao
mostrou que o acumulo no sistema nao é desprezivel e que o fluxo do produto
através do sistema nao pode ser considerado do tipo “plug flow”. Utilizando um
modelo de Emergia pbde-se obter um comportamento semelhante quando se
atribui um acumulo (em forma de um reservatério apdés a valvula de

homogeneizagéo), como observado na Figura 3.
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—— HReservatorio 1 — recipiente de circulacao

===: Reservatario 2 — correspondente ao
. acumulo no sistema
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Figura 3 - resultado de simulacao aplicando um modelo de Emergia para
descrever o fenémeno.

A curva referente ao reservatorio 1 € uma funcgédo logaritmica equivalente ao
modelo obtido anteriormente. A curva do reservatério 2 mostra 0 acumulo em
funcdo do tempo e a contagem final é a soma das fungdes. Assim, pode-se
concluir que o acumulo resulta em uma divergéncia na curva do reservatorio 1,
que tende a uma aproximagado pela eluicdo total da concentracdo contida no
reservatorio. Se considerarmos a construcdo da maquina, podemos observar que
devido as peculiaridades do sistema de alta pressao, ha fatores que favorecem o
acumulo nas tubulagdes e conexdes do sistema, dificultando a eluigdo, reduzindo
as velocidades médias na tubulagéo e criando verdadeiros reservatorios ao longo
da linha. Tais detalhes construtivos explicam os resultados obtidos nos ensaios
preliminares de recirculacdo e indicam a necessidade de um estudo de solugdes
de desenho para possibilitar a minimizagdo do acumulo no sistema necesséario em

um desenho sanitario adequado para fabricacao de alimentos.
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A Figura 4 mostra o comportamento de eluicdo de bactérias durante um processo

de limpeza com agua.
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Figura 4 — Eluicdo de bactérias durante o processo de limpeza com agua do

sistema.

A Figura 4 ilustra o problema do acumulo e mostra que inicialmente a elui¢cdo foi
intensa e ocorreu rapida reducdao da contagem, porém no periodo subsequente
uma lenta eluicdo dos microrganismos foi observada indicando novamente que

ocorreu um acumulo no processo de elui¢ao.
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ANEXO 3 — Curva de calibracao de turbidez.

A Figura 1 mostra a curva de calibragdo que correlaciona as

concentragdes de uma série de diluicbes de padrdao de formazina com a
absorbancia.
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Figura 1 — Curva de calibracao de turbidez. A sigla FTU corresponde
a Unidades de Turbidez de Formazina.

Obteve-se, segundo a Figura 1 uma boa correlacao e linearidade entre as
medidas de absorbancia e turbidez das solu¢des padréo.
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