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e Métodos de Deteccao

Review: Beer Production: Spoilage
Microorganisms and Detection Methods

RESUMO

A cerveja é uma bebida que apresenta caracteristicas desfavoraveis para a
multiplicacdo de varios microrganismos, sendo reconhecida como um produto de
consideravel estabilidade microbioldgica. Porém, algumas espécies de microrganismos,
incluindo bactérias Gram-positivas (Lactobacillus e Pediococcus), Gram-negativas
(Pectinatus e Megasphaera) e leveduras selvagens (Saccharomyces e nao-Saccharomyces)
sdo capazes de se multiplicar nesta bebida, conferindo caracteristicas indesejaveis, tais
como turbidez e mudancas sensoriais, as quais prejudicam a qualidade do produto final.
Este fato tem motivado uma série de pesquisas visando ao desenvolvimento de métodos
rapidos e especificos para a deteccdo dos microrganismos deteriorantes da cerveja.
Apesar de a deteccao desses microrganismos, por cultivo em meios de laboratdrio, nem
sempre proporcionar a especificidade e sensibilidade requerida, o uso de diferentes meios
seletivos e condigdes de incubacao continua sendo o método preferido pelas cervejarias.
O presente artigo apresenta uma revisao da literatura sobre os principais microrganismos
deteriorantes da cerveja, incluindo as causas que favorecem sua multiplicacao e os
métodos que podem ser empregados para sua deteccéo.

SUMMARY

Beer is a beverage that presents unfavourable features for the growth of several
microorganisms, being recognized as a product of considerable microbiological stability.
However, some species of microorganisms, including Gram-positive (Lactobacillus and
Pediococcus) and Gram-negative bacteria (Pectinatus and Megasphaera) and wild yeasts
(Saccharomyces and non-Saccharomyces) are able to grow in this beverage, providing
undesirable characteristics, such as turbidity and sensory changes, which damage the
quality of the final product. This fact has motivated a number of research projects aiming
at the development of fast and specific methods for the detection of beer spoilage
microorganisms. Although the detection of these microorganisms by cultivation in
laboratory media does not always provide the required specificity and sensibility, the
use of different selective media and incubation conditions still represent the method
preferred by breweries. The present article is a literature review about the main beer
spoilage microorganisms, including the causes that favour their growth and the methods
that can be used for their detection.

240 Recebido/Received: 30/03/2007. Aprovado/Approved: 18/02/2008.



BRAZILlANﬁJOURNAL

OF FOOD TECHNOLOGY

1. INTRODUCAO

Durante séculos a cerveja tem sido reconhecida como uma
bebida de singular estabilidade microbioldgica. De fato, diversos
fatores contribuem para que a cerveja seja um meio desfavoravel
para a multiplicagdo de vérios microrganismos, os quais incluem:
a) presenca de etanol (0,5 a 10% p/p, equivalente a aproximada-
mente 0,6 a 12,3% v/v) e de compostos do IUpulo (17 a 55 ppm
de iso-0-acidos); b) elevada concentracao de didxido de carbono
(aproximadamente 0,5% p/p); ¢} baixo valor de pH (3,8 a 4,7) e
d) reduzida concentragdo de oxigénio (<0,1 ppm). Apesar dessas
caracteristicas desfavoraveis, alguns microrganismos ainda conse-
guem se multiplicar nessas condicoes e a presenca destes (também
chamados de microrganismos deteriorantes da cerveja) na cerveja
pode causar alteragdes, tais como aumento da turbidez e desagrada-
veis mudancas sensoriais, as quais afetam negativamente a qualidade
do produto final (SUZUKI et al., 2006a; SAKAMOTO e KONINGS,
2003). Desta forma, os problemas causados pela contaminagao
da cerveja provocam ndo somente grandes prejuizos econémicos,
com a retirada dos produtos do mercado, mas também perda de
confianga do consumidor, estes podem levar a faléncia da empresa.
Por esse motivo, a contaminagdo da cerveja é uma das principais
preocupacoes das industrias cervejeiras no mundo inteiro (IJIMA
etal., 2007).

Alguns microrganismos tém sido relatados como dete-
riorantes da cerveja, incluindo bactérias Gram-positivas e
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Gram-negativas e leveduras selvagens. Dentre as bactérias Gram-
positivas encontram-se as bactérias acido lacticas pertencentes aos
géneros Lactobacillus e Pediococcus, as quais sao consideradas
como as mais perigosas nas cervejarias modernas. Dentre as
bactérias Gram-negativas encontram-se as dos géneros Pectinatus
e Megasphaera. Por serem anaerdbias estritas, o risco de contami-
nacao por estes dois géneros de bactérias tem aumentado com o
aumento da producao de cervejas nao pasteurizadas e flash pasteu-
rizadas, aliado a melhora da tecnologia de engarrafamento, que tem
resultado numa significativa redugdo da concentracao de oxigénio
no produto final (VAUGHAN et al., 2005; CHIHIB e THOLOZAN,
1999; JESPERSEN e JAKOBSEN, 1996). Com relacao as leveduras
selvagens, as do género Saccharomyces destacam-se como as
responsaveis pelos maiores problemas de deterioracao das cervejas
por leveduras, sendo ainda de dificil deteccao pelas similaridades
que apresentam com as leveduras cervejeiras (BOULTON e QUAIN,
2006; BRIGGS et al., 2004; LEWIS e YOUNG, 1995).

Em uma cervejaria sao varios os pontos onde pode ocorrer
contaminacao microbiana, os quais incluem desde a matéria-prima
utilizada até as condi¢des ambientais e o contato humano (BACK,
1994a). A Figura 1 mostra um esquema dos principais pontos de
contaminacao no processo de elaboragdo da cerveja. As matérias-
primas, tais como malte, IGpulo e dgua, e os tanques da sala de
preparo do mosto (sala de brassagem) sao potenciais pontos de
contaminacdo microbiana. As garrafas e barris que retornam do
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FIGURA 1. Principais pontos de contaminagao por microrganismos (*) no processo de elaboracao da cerveja (modificado de VAUGHAN et al.,

2005).
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comércio também podem apresentar elevada contaminagao, pois
geralmente contém pequenas quantidades de cerveja onde pode
ter ocorrido multiplicacdo microbiana durante longos periodos de
tempo. No entanto, todos os pontos de contato com garrafas limpas
ou cheias, porém destampadas, também sdo possiveis fontes de
contaminacao. Microrganismos presentes no ar podem contaminar
a cerveja na sala de envasamento durante o transporte das garrafas
vazias, desde a lavadora de garrafas até a enchedora e a partir da
enchedora até o local onde a garrafa é tampada (VAUGHAN et al.,
2005).

No mundo todo, consideraveis esforcos tém sido realizados
para desenvolver métodos de deteccdo e identificagdo de microrga-
nismos deteriorantes da cerveja. Contudo, o método mais utilizado
na atualidade continua sendo a tradicional incubacao em meios de
cultura (MARCH et al., 2005). Usualmente, esse método demora
uma semana ou mais para que as bactérias formem col6nias visiveis
nas placas ou para que aumentem a turbidez nos caldos nutritivos.
Consequentemente, muitas vezes os produtos sao vendidos antes
que os resultados microbioldgicos estejam disponiveis. No caso
de alguma bactéria deteriorante ser detectada e identificada no
produto, este precisara ser recolhido do mercado, causando sérios
prejuizos comerciais as cervejarias. Por este motivo, as pesquisas
tém se concentrado no desenvolvimento de métodos rapidos e
especificos para a deteccdo dos microrganismos contaminantes da
cerveja (SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

Nos Ultimos anos, a industria cervejeira tem presenciado
o desenvolvimento de varios métodos rapidos para deteccdo dos
microrganismos deteriorantes da cerveja. Esses métodos incluem
técnicas de bioluminescéncia, técnicas de filtro com epifluorescéncia
direta (DEFT), imunoanalises, uso de turbidimetria automatizada,
medidas de impedancia ou condutancia, citometria de fluxo,
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), assim como diversos
métodos incluindo tecnologias de DNA, tais como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e técnicas de hibridacado do DNA (PRIEST,
2006; RUSSELL e DOWHANICK, 1999). Entretanto, esses métodos
ainda nao foram adotados pela maioria das cervejarias por diferentes
motivos, principalmente devido a falta de sensibilidade e especifi-
cidade, ou a necessidade de custosos equipamentos e reagentes e
de pessoal qualificado (HUHTAMELLA et al., 2007).

O presente trabalho mostra uma revisao de literatura sobre
0s principais microrganismos deteriorantes da cerveja, as causas que
favorecem a multiplicacdo destas espécies e os meios de cultura que
podem ser utilizados para detecgdo destes microrganismos.

2. BACTERIAS DETERIORANTES DA CERVEJA

Durante a fermentacdo do mosto cervejeiro, observa-se
que o pH do meio é reduzido de aproximadamente 5,3 para cerca
de 4,1, ja as concentracOes de acUcares, aminoacidos e vitaminas
diminuem substancialmente, e a concentragao de etanol produzido
aumenta até atingir 3,8 a 5,1% (v/v). Estas caracteristicas fazem
da cerveja um meio pouco adequado para o desenvolvimento de
bactérias (HOUGH, 1990). Mesmo assim, desde o final do século
XIX as bactérias sdo reconhecidas como importantes agentes de
contaminacéo das cervejas. Uma comparacdo das descricbes das
bactérias presentes nas cervejarias e cervejas daquela época com
as da atualidade revela que o conjunto de bactérias encontradas
permanece praticamente constante, embora alguns nomes tenham
mudado no decorrer dos anos. Recentemente, com a utilizacdo
de novos processos, em particular o engarrafamento de cervejas
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com baixas concentracbes de oxigénio, e com o aprimoramento
das técnicas microbioldgicas, “novos” microrganismos tém sido
isolados a partir de cervejas contaminadas (PRIEST, 1996). Feliz-
mente, 0s microrganismos que sdo patogénicos para os humanos,
tais como Salmonellae e Listeria, nao sobrevivem na cerveja devido
as desfavoraveis condicdes de multiplicacdo citadas anteriormente
(HOLLEROVA e KUBIZNIAKOVA, 2001). Como resultado disso, o
conjunto de microrganismos geralmente encontrado numa cerve-
jaria é relativamente menor quando comparado ao conjunto de
microrganismos encontrados nas indUstrias farmacéutica, ambiental,
de cosméticos ou de alimentos (RUSSELL e DOWHANICK, 1999).

As bactérias encontradas no processo de elaboracao da
cerveja podem ser classificadas de acordo com sua forma, presenca
ou ndo de flagelos, aspectos estruturais e caracteristicas bioquimicas,
ou ainda através de técnicas de coloracdo (BRIGGS et al., 2004;
HOUGH et al., 1982). Dentre estas técnicas, uma das mais impor-
tantes e mais amplamente utilizadas em microbiologia é o método
de Gram, em que as bactérias sdo coradas e entdo classificadas em
dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas (BOULTON e QUAIN,
2006; PELCZAR et al., 1980). A Tabela 1 lista diversas espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que tém sido encon-
tradas nas cervejarias.

Além da deteccao de uma determinada espécie bacteriana
no processo de produgdo de cerveja, é também necessario identificar
se esse microrganismo é ou nao deteriorante do produto final. Varias
cepas bacterianas tém mostrado manter suas viabilidades na cerveja
por longos periodos, mas por serem incapazes de se multiplicar no
produto nao sdo prejudiciais e ndo devem ser consideradas como
deteriorantes da cerveja (VIZOSO PINTO et al., 2004).

Antes de 1990, o Unico método disponivel para avaliar o
potencial de deterioracao da cerveja por uma bactéria era o deno-
minado teste forcado (forcing test), o qual consistia em reinocular
a bactéria na cerveja ou em uma cerveja enriquecida com meio
nutriente concentrado. Este teste é pouco pratico, pois requer
alguns meses para se obter resultados conclusivos. Alguns proce-
dimentos mais rapidos tém sido entao desenvolvidos, e atualmente
a identificacdo de uma determinada cepa ja pode ser realizada a
partir da analise do genoma. Nesses métodos, o gendtipo de uma
nova cepa detectada é comparado com o gendtipo de cada cepa
deteriorante da cerveja, este previamente registrado em uma base
de dados. Através destas técnicas sdo obtidas importantes infor-
macdes (SAKAMOTO e KONINGS, 2003), porém nao conclusivas,
sendo necessario realizar também o teste forcado.

2.1 Bactérias Gram-positivas

As principais bactérias Gram-positivas causadoras de dete-
rioracdo da cerveja sdo as bactérias acido lacticas pertencentes aos
géneros Lactobacillus e Pediococcus (GIL et al., 2004; VENTURINI
FILHO e CEREDA, 2001), as quais sdo microrganismos imoveis
com complexos requerimentos nutricionais e capacidades respira-
térias limitadas, sendo sua multiplicacdo favorecida em condigoes
microaerofilicas e ocasionalmente anaerdbias. A multiplicacdo de
algumas espécies é estimulada pela presenca de didxido de carbono
(PRIEST, 2006; HOUGH et al., 1982). Aproximadamente 70% dos
problemas por contaminacdo da cerveja sdo causados por bactérias
acido lacticas (IJIMA et al., 2007; SUZUKI et al., 2006a; SUZUKI
et al., 2006b).

Em termos do efeito deteriorante causado nas cervejas,
sabe-se que as bactérias acido lacticas causam turbidez, acidez e
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odores desagradaveis devido a formagéo de varios produtos meta-
bdlicos. O odor desagradavel mais importante associado com as
bactérias acido lacticas é a caracteristica doce, manteigosa ou de
mel, fornecida pelo diacetil (2,3-butanodiona) e/ou pela dicetona
vicinal relacionada (2,3-pentanodiona). Algumas cepas sao capazes
ainda de produzir um composto glutinoso, formado por um hete-
ropolimero complexo contendo unidades de glicose, manose e
acidos nucléicos, que tornam a cerveja “viscosa” (BRIGGS et al.,
2004; HOUGH et al., 1982).

Nas bactérias acido lacticas ocorrem duas vias principais
de fermentacao de hexoses, a homofermentacao e a heterofer-
mentacao, as quais diferem na maneira de clivagem do esqueleto
de 6 carbonos, rendendo diferentes produtos finais (Figura 2).
A homofermentacdo, caracteristica dos Pediococcus e de alguns
Lactobacillus, envolve a clivagem da frutose-1,6-difosfato pela
enzima aldolase, formando duas triose-fosfato, que sao convertidas
em lactato via piruvato. Na heterofermentacdo, praticada pelos
Leuconostoc e alguns Lactobacillus, ocorre a oxidagao da glicose-
6-fosfato formando gluconato-6-fosfato, que é descarboxilado a
xilulose-5-fosfato. Este composto € posteriormente clivado por uma
fosfocetolase rendendo triose-fosfato e acetil-fosfato. A triose-fosfato
é convertida a lactato via piruvato, enquanto que o acetil-fosfato
pode ser precursor tanto do etanol quanto do acetato, dependendo
do potencial de oxidagdo — reducao do sistema. Portanto, a partir
da glicose sao formadas quantidades equimolares de CO,, lactato
e etanol ou acetato (PRIEST, 1996).

Glicose

Frutose 1,6P Glicose 6P

Gluconato 6P

Aldolase

Xilulose 5P

Fosfocetolase

2 Triose 3P

| Triose 3P + Acetil P |

| Lactato | | Acetato/Etanol |

2 Piruvato

2 Lactato

Homofermentagao:
via glicolitica

Heterofermentacao:
via glutamato 6P

FIGURA 2. P rincipais vias de fermentacdo de hexoses nas bactérias
acido lacticas (modificado de PRIEST, 1996).
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2.1.1 Lactobacillus

Os Lactobacillus sao microrganismos pleomorficos na
aparéncia, podendo variar sua forma de longos e delgados bacilos
até pequenos cocobacilos (STEWART e RUSSELL, 1998). O género
Lactobacillus € o mais abundante das bactérias acido lacticas,
incluindo numerosas espécies que sdo amplamente empregadas
em varios processos fermentativos, tais como na elaboragdo de
vinho, iogurte e picles (SAKAMOTO e KONINGS, 2003). Apesar
de ser possivel detectar cepas de pelo menos nove espécies de
Lactobacillus em cervejas e cervejarias, a visao tradicional de que
todos os Lactobacillus séo organismos deteriorantes é incorreta,
pois alguns desses organismos sao incapazes de se multiplicar no
produto final (PRIEST, 1996).

Lb. brevis é a espécie mais importante de Lactobacillus
deteriorante da cerveja, uma bactéria heterofermentativa estrita
que apresenta um crescimento 6timo a 30 °CepHentre 4e 5, e
que pode causar superatenuacao na cerveja devido a capacidade de
fermentar dextrinas e amido (VAUGHAN et al., 2005; PRIEST, 1996).
Essa espécie utiliza citrato, piruvato, malato, arginina e tirosina da
cerveja como substrato para a producao de ATP (SUZUKI et al.,
2005). Algumas cepas deste microrganismo apresentam resisténcia
as substancias amargas do lUpulo, dentre elas as isohumulonas (iso
0-4cidos), o que possibilita sua multiplicacdo na cerveja (SAKAMOTO
et al., 2001). Até alguns anos atras foi proposto que componentes
da parede celular (polissacarideos e acidos teicoicos) poderiam
atuar como barreiras a essas isonumulonas (YASUI et al., 1995).
Mais recentemente, tem sido demonstrada a existéncia de dois
genes, horA e horC, responsaveis pela resisténcia das bactérias
acido lacticas aos compostos do ltpulo. O gene horA codifica um
transportador dependente de ATP que excreta os iso a-acidos do
lUpulo para fora da célula da bactéria. Por outro lado, o produto
do gene horC confere resisténcia ao lUpulo, atuando como um
transportador dependente da forca préton motora. A demonstracao
desses genes como os mediadores dos mecanismos de resisténcia
ao Itpulo é muito importante, pois seria possivel usar esses marca-
dores genéticos para determinar a capacidade de contaminacao
da cerveja por qualquer bactéria acido lactica (IIJIMA et al., 2007;
SUZUKI et al., 2006a).

O segundo mais importante Lactobacillus deteriorante da
cerveja é o Lb. lindneri, que é responsavel por 15 a 25% dos casos
de contaminagao bacteriana (BACK, 1994b). Este microrganismo é
também altamente resistente aos compostos do IUpulo e seu cres-
cimento 6timo ocorre de 19 a 23 °C (BACK et al., 1996). As cepas
dessa espécie, encontradas no indculo de leveduras e durante a
fermentacao do mosto e maturagdo da cerveja, sdo dificeis de serem
detectadas com os mesmos meios de cultura utilizados para outras
espécies de bactérias acido lacticas, tal como o MRS agar (SUZUKI
etal., 2006b). De acordo com esses autores, o Lb. lindnericultivado
repetidamente em cervejas desgaseificadas torna-se cada vez mais
dificil de ser detectado com o meio MRS &gar, a medida que aumenta
sua adaptacao a cerveja ou quando submetido a tratamento térmico
(60 °C por 10 min). Essa espécie constitui, portanto, uma ameaca
grave para a indUstria cervejeira, pois se ela consegue sobreviver
3o processo de pasteurizagdo podera contaminar a cerveja sem ser
detectada com meios de cultura.

Nos ultimos anos, algumas novas espécies de Lactobacillus
descobertas tém sido acrescentadas a lista de microrganismos dete-
riorantes da cerveja. Dentre essas espécies, o Lb. paracollinoides,
inicialmente denominado Lactobacillus sp. LA2, apresenta elevada
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capacidade de deterioragdo da cerveja, comparavel a das cepas de
Lb. brevis (SUZUKI et al., 2004a). Os microrganismos dessa espécie
sao capazes de se multiplicar a 15 °C e sao heterofermentativos
obrigatérios, convertendo 1 mol de glicose em 1 mol de acido
lactico e 1 mol de etanol com producao de gés (CO,). As células de
Lb. paracollinoides possuem diametro de 0,5 a 1 um, comprimento
de 1,5 a5 um e crescem isoladamente ou formando cadeias curtas
(SUZUKI et al., 2004b; FUNAHASHI et al., 1998). Outra nova espécie
de Lactobacillus reconhecida recentemente é o Lb. backi BOHAK
et al., 2006). Algumas cepas dessa espécie isoladas do ambiente
cervejeiro foram caracterizadas como fortes deteriorantes da cerveja,
capazes de se multiplicar no produto final com pH 4,2. As cepas de
Lb. backie as de Lb. paracollinoides apresentam também os genes
horA efou horC, responsaveis pela elevada resisténcia de algumas
bactérias acido lacticas as substancias amargas do IUpulo (IJIMA
etal., 2007).

2.1.2 Pediococcus

Pediococcus sao bactérias homofermentativas que crescem
em pares ou tétrades. Originalmente estas bactérias eram conhe-
cidas como sarcinas, pois sua organizagdo de células era confundida
com aquela das verdadeiras sarcinas. Por este motivo, a deterioracao
da cerveja causada por estes microrganismos era denominada
“doenca da sarcina” (SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

Cepas de Pediococcus sao comuns em cervejarias que
praticam baixa fermentacao (producdo de cervejas tipo /ager) e
pouco freqlientes em cervejarias que produzem cervejas de alta
fermentacdo. Isto pode ser conseqliéncia de que sua temperatura
6tima de crescimento é mais baixa em relacdo a temperatura étima
de crescimento dos Lactobacillus. A deterioracao causada por
Pediococcus é muito similar aquela causada por outras bactérias
acido lacticas, provocando aumento de acidez e turbidez, sabores e
aromas desagradaveis (amanteigados, devido a formagao de diacetil)
(HARTNETT et al., 2002; HOUGH et al., 1982).

P damnosus é certamente a espécie deteriorante da cerveja
mais comum e perigosa, sendo responsavel por cerca de 90% dos
casos de contaminacao de cervejas por Pediococcus. Esta bactéria se
multiplica bem durante a fermentacao, na maturacao e no produto
acabado, mas raramente no inéculo de leveduras. Em contraste,
P inopinatus é freqlientemente detectado nas leveduras para
inoculagao, mas raramente nas outras etapas da fermentacao. No
entanto, as espécies P inopinatus e P dextrinicus podem se multi-
plicar na cerveja em presenca de baixas concentragdes de etanol e
de ltpulo e com valores de pH acima de 4,2. Valores mais baixos de
pH inibem essas espécies, que também se tornam menos tolerantes
ao lUpulo do que P damnosus, o qual é particularmente resistente
a acao anti-séptica deste produto (PRIEST, 1996). Estudos recentes
demonstraram a presenca dos genes horA e horCem P damnosus,
responsaveis pela elevada resisténcia dessa espécie a0s compostos
do Iupulo (IJIMA et al., 2007; SUZUKI et al., 2006a). Uma nova
espécie caracterizada recentemente, P claussenii, também provoca
deterioracdo da cerveja (PRIEST, 2006). As bactérias dessa espécie
possuem diametro de 0,6 a 1 um e crescem isoladamente, em pares
ou em tétrades (DOBSON et al., 2002).

2.1.3 Outras bactérias Gram-positivas

Além das espécies de Lactobacillus e Pediococcus, uma
espécie do género Micrococcus (M. kristinae) também tem sido
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relatada como deteriorante da cerveja. Esta bactéria é capaz de se
multiplicar em cervejas com baixa concentracao de etanol e compo-
nentes do IUpulo e com valores de pH acima de 4,5, produzindo um
aroma de frutas atipico em cervejas (BACK, 1981). Os Micrococcus
sao usualmente aerdbios estritos, mas M. kristinae pode se multi-
plicar também sob condi¢bes anaerdbias (VAUGHAN et al., 2005;
SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

2.2 Bactérias Gram-negativas

Os microrganismos Gram-negativos deteriorantes da
cerveja abrangem diversas espécies de bactérias pertencentes a
varios géneros. Dentre estes, os mais importantes incluem as bacté-
rias dos géneros Pectinatus, Megasphaera, Zymomonas e certos
membros da familia Enterobacteriaceae (Tabela 1).

2.2.1 Pectinatus

Séo bacilos anaerébios, méveis, nao formadores de esporos
e com flagelos laterais ligados ao lado cdncavo do corpo da célula.
Quando as células sdo jovens elas nadam ativamente, enquanto
que as células mais velhas desenvolvem um movimento tipo cobra
(LEWIS e YOUNG, 1995; HOUGH et al., 1982). Estas bactérias
podem se multiplicar em temperaturas de 15 a 40 °C (6tima de
32 °C), pH 3,5 a 6 (6timo de 4,5) e em meios contendo até 4,5%
p/p (aproximadamente 5,6% v/v) de etanol (CHELAK e INGLEDEW,
1987).

As espécies do género Pectinatus, F cerevisiiphilus e
P frisingensis estdo entre as principais bactérias deteriorantes da
cerveja, sendo responsaveis por 20 a 30% dos incidentes por conta-
minagao bacteriana, principalmente em cervejas nao pasteurizadas
(VAUGHAN et al., 2005; BACK, 1994b). Durante a multiplicagao
destas bactérias sdo produzidas quantidades consideraveis dos
acidos propionico, acético, lactico e succinico e também de
acetoina (HAIKARA et al., 1981). Em temperaturas acima de 15 °C,
P cerevisijphilus, por exemplo, produz uma elevada quantidade
dos acidos propidnico (33 mmol.L™') e acético (27 mmol.L"), os
quais inibem a muiltiplicacédo da levedura cervejeira S. cerevisiae
(CHOWDHURY et al., 1997). No entanto, o principal efeito de dete-
rioracao causado pelas espécies de Pectinatus é uma forte turbidez
e um repulsivo cheiro de “ovo podre” resultante da combinacao de
diferentes acidos graxos, sulfeto de hidrogénio e metil mercaptano
(LEE et al., 1980). Nas industrias cervejeiras ja tem sido detectada a
presenca destas bactérias no esgoto, no éleo de lubrificacdo mistu-
rado com cerveja, em canos com &gua, no ar e no chao da sala de
enchimento, nas enchedoras, na agua condensada no teto e na
agua de maceracdo do malte antes da moagem (HELANDER et al.,
2004). Nos ultimos anos foi isolada uma nova espécie de Pectinatus
associada a deterioracdo de cervejas, o P portalensis. A cepa B6
dessa espécie, capaz de se multiplicar em cervejas com concentra-
¢Oes de etanol de até 15% v/v, apresenta uma temperatura 6tima
de crescimento (37 °C) mais elevada e o dobro da velocidade de
crescimento quando comparada com P cerevisijphilus e P frisingensis
(GONZALEZ et al., 2004).

2.2.2 Megasphaera

Megasphaera é uma bactéria do tipo coco Gram-negativo,
imovel e anaerobia estrita (LEWIS e YOUNG, 1995). Este género
inclui duas espécies, M. elsdeni e M. cerevisiae. Porém, somente
M. cerevisiaetem sido considerada responsavel pela deterioracao de
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Gram-positivas

Gram-negativas

Bacillus B. coagulans

Lb. brevis

Lb. brevisimilis
Lb. buchneri

Lb. caser

Lb. collinoides
Lb. coryneformis
Lb. curvatus

Lb. delbrueckii
Lb. lindneri

Lb. malefermentans
Lb. parabuchneri
Lb. paracasei

Lb. plantarum

Lactobacillus

Leuconostoc Leuc. mesenteroides

Micrococcus M. kristinae
M. varians

P clausennii
P damnosus
P dextrinicus
P inopinatus

Pediococcus

Acetobacter A. aceti
A. liquefaciens
A. pastorianus
A. hansenii
Citrobacter C. freundii

Enterobacter (Rahnella)

E. aerogenes

E. agglomerans (R. aquatilis)

E. cloacae
Gluconobacter G. oxydans
Klebsiella K. aerogenes

K. pneumoniae

K. terrigena
Megasphaera M. cerevisiae

Obesumbacterium (Hafnia)

O. proteus (H. protea)

Pectinatus P, cerevisiiphilus
P, frisingensis
P. sp. DSM20764
Selenomonas S. lacticifex
Zymomonas Z. mobilis
Zymophilus Z. paucivorans

Z. raffinosivorans

cervejas (SAKAMOTO e KONINGS, 2003; SATOKARI et al., 1998). As
células de M. cerevisiae ndo formadoras de esporos sdo cocos leve-
mente alongados de 1,3 a 1,6 um de diametro. Sua multiplicacao
ocorre entre 15 e 37 °C (6timo em 28 °C) e em valores de pH acima
de 4,1, sendo inibidas em cervejas com uma concentracao de etanol
acima de 2,8% (p/v) (aproximadamente 3,5% v/v). A contaminacao
da cerveja causada por esse microrganismo resulta na producao
de consideraveis quantidades de &cido butirico, juntamente com
baixas concentracbes dos acidos acético, isovalérico, valérico
e caproico, e de acetoina. No mosto, sao produzidas grandes
quantidades de acidos butirico e caproico, baixas concentracoes
de acido acético, isovalérico e valérico, e ndo ocorre a producao
de acetoina (VAN VUUREN, 1996). Semelhante ao Pectinatus, a
producéo de sulfeto de hidrogénio por M. cerevisiae provoca odor
fecal na cerveja, o que faz dessa bactéria um dos microrganismos
mais temidos pelos cervejeiros (LEE, 1994).

2.2.3 Outras bactérias Gram-negativas

Além dos dois géneros descritos anteriormente, existem
também outras bactérias Gram-negativas reconhecidas como causa-
doras de problemas na indUstria cervejeira. Zymomonas mobilis, por
exemplo, é uma bactéria anaerdbia tolerante ao oxigénio, resistente
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ao lUpulo e capaz de se multiplicar em cervejas com pH acima de 3,4
e concentracoes de etanol de até 10% (v/v). Sua temperatura 6tima
de crescimento é 30 °C, mas pode se desenvolver rapidamente a
15 °C nas cervejas mantidas em tonéis (HOUGH et al., 1982).

Outros exemplos de bactérias Gram-negativas dete-
riorantes das cervejas sdo as bactérias anaerobias estritas dos
géneros Zymophilus e Selenomonas, dentre as quais, duas espé-
cies, Z raffinosivorans e S. lacticifex, ja foram isoladas a partir
de in6culos de leveduras cervejeiras (VAUGHAN et al., 2005;
VAN VUUREN, 1996). Semelhantes a Pectinatus spp., as bactérias
de Z. raffinosivorans podem se multiplicar em cervejas com valores
de pH acima de 4,3 e concentragdes de etanol inferiores a 5% (p/v)
(aproximadamente 6,3% v/v). A deterioracao causada por esses
microrganismos inclui, além da turbidez, a producao dos &cidos
propidnico, acético e succinico, metil mercaptano, dimetil sulfeto
e sulfeto de hidrogénio (JESPERSEN e JAKOBSEN, 1996).

A indUstria cervejeira também tem dado grande atencéo
as bactérias Gram-negativas aerdbias, principalmente as bactérias
acido acéticas Gluconobacter e Acetobacter, as quais sdo capazes
de converter etanol em acido acético, resultando consequen-
temente em um desagradavel odor de vinagre (SAKAMOTO e
KONINGS, 2003; JESPERSEN e JAKOBSEN, 1996). Essas bactérias
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sdo resistentes aos compostos amargos do lUpulo, 4cidos e etanol, e
podem contaminar a cerveja com a presencga de ar no espago vazio
(headspace) de garrafas e latas, como resultado de envasamento
imperfeito (VAUGHAN et al., 2005). Similar atencao tem sido dada
as Enterobacteriaceae, pois diversas espécies destas bactérias ja
foram encontradas nas cervejarias, incluindo Hafnia protea, Hafnia
alvei, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes e Enterobacter agglomerans, atualmente reconhecida
como Rahnella aquatilis (JESPERSEN e JAKOBSEN, 1996). Esses
microrganismos tém sido considerados deteriorantes do mosto, uma
vez que sao incapazes de se desenvolver na cerveja. Dentre estes,
as espécies Hafnia protea (antigamente chamada Obesumbacterium
proteus| e Rahnella aquatilis tém sido encontradas principalmente
no inéculo de leveduras, podendo, portanto, retardar o processo
fermentativo. Nas cervejas produzidas a partir de mostos conta-
minados com R. aquatilis, sdo observados elevados niveis de
diacetil (0,7 mg.L™") e dimetil sulfeto (142,8 ug.L™'"), enquanto que
€m mostos contaminados com H. protea ocorre um aumento das
concentracoes de dimetil sulfeto, dimetil disulfeto, n-propanol,
isobutanol, isopentanol, 2,3-butanodiol e diacetil. Por este motivo,
a cerveja produzida utilizando leveduras contaminadas com essa
bactéria apresenta odores de ervas ou de frutas (VAUGHAN et al.,
2005; VAN VUUREN, 1996).

3. LEVEDURAS SELVAGENS

Qualquer levedura diferente da levedura cervejeira utilizada
como inéculo é considerada uma levedura selvagem (MIDDLEKAUFF,
1994). Geralmente as leveduras selvagens sdo dificeis de serem
detectadas e, ao contrario das bactérias, ndo sao susceptiveis a
lavagem com 4cido, sendo, portanto, impossivel erradica-las do
inéculo de leveduras utilizando um tratamento &cido. De fato, a
Unica forma pratica de assegurar um indculo de leveduras livre das
leveduras selvagens é a introducdo regular de cultivos puros da
levedura cervejeira no processo (LEWIS e YOUNG, 1995).

Tradicionalmente, as leveduras selvagens sao divididas em
Saccharomyces e nao-Saccharomyces, sendo as Saccharomyces
spp. consideradas as mais perigosas (BOULTON e QUAIN, 2006;
BRIGGS et al., 2004; JESPERSEN et al., 2000; VAN DER AA KUHLE
e JESPERSEN, 1998). Embora a maioria das Saccharomyces selva-
gens detectadas compreenda as S. cerevisiae, outras espécies de
Saccharomyces também tém sido relatadas, dentre as quais se
destacam: §. diastaticus, S. pastorianus, S. ellipsoideus e S. willianus.
A contaminacdo com esse tipo de levedura pode causar odores
fendlicos a cerveja devido a capacidade destes microrganismos
de descarboxilar acidos fendlicos, tais como os acidos ferdlico e
trans-cinamico. Outro efeito da contaminacdo de cervejas com
estas leveduras é a superatenuacao do produto final, devido a
producao e secre¢do de glucoamilases, permitindo que as leve-
duras selvagens utilizem as dextrinas, que normalmente nao séo
fermentadas pelas leveduras de cultivo (JESPERSEN e JAKOBSEN,
1996). Algumas cepas de S. cerevisiae tém desenvolvido ainda a
capacidade de secrecao de proteinas (zimocidas), as quais num
determinado intervalo de valores de pH sao letais para as leveduras
de cultivo (PRIEST, 2006; HOUGH et al., 1982). A manutencao do
pH baixo, indefinidamente, durante uma fermentacao continua, por
exemplo, propicia o desenvolvimento da levedura assassina (“ killer”),
que pode eliminar completamente a levedura de cultivo e produzir
sabor desagradavel, descrito como erva-fendlico (VENTURINI FILHO
e CEREDA, 2001).
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As leveduras selvagens nao-Saccharomycesincluem diversos
géneros, tais como Brettanomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Dekkera, Endomyces, Filobasidium, Hanseniaspora,
Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Torulopsis e Zygosaccharomyces
(BARSZCZEWSKI € ROBAK, 2004; VAN DER AA KUHLE e JESPERSEN,
1998). Algumas destas leveduras apresentam formas diferentes
quando comparadas com as leveduras cervejeiras, podendo ser
alongadas ou em forma de liméo (LEWIS e YOUNG, 1995).

Diversos tipos de deterioracao da cerveja podem ser
causados pelas leveduras selvagens nao-Saccharomyces. As leve-
duras dos géneros Debaryomyces e Pichia e algumas espécies de
Candida, por exemplo, sdo responsaveis pelo aumento da turbidez,
producao de odores anormais descritos como de ésteres (banana e
abacaxi) e formagao de uma pelicula na superficie da cerveja. Ja as
leveduras selvagens dos géneros Dekkerae Brettanomyces, encon-
tradas na elaboracao de cervejas especiais (ale, lambic, porter e
Berliner Weisse) e que contribuem com o sabor caracteristico desses
produtos, também sao consideradas microrganismos deteriorantes
de cerveja. Essas leveduras, além de competir com a levedura
cervejeira durante a fermentacao, conseguem se multiplicar muito
bem na cerveja filtrada, proporcionando um desagradavel sabor de
acido acético (HAYASHI, et al., 2007).

4. METODOS PARA DETECCAO DOS
MICRORGANISMOS DETERIORANTES
DA CERVEJA

A deteccao dos microrganismos deteriorantes da cerveja
normalmente é realizada por cultivo em meios de laboratério. Apesar
de esta metodologia nem sempre proporcionar a especificidade e
a sensibilidade requeridas, o uso de meios seletivos e condicoes
de incubacéo ainda é o método preferido pelas cervejarias, sendo
amplamente utilizado até os dias atuais.

4.1 Incubacio em meios seletivos de cultivo

4.1.1 Meios para a deteccao de bactérias

Conforme apresentado na Tabela 2, diversos meios sele-
tivos de cultivo para bactérias deteriorantes da cerveja tém sido
desenvolvidos e recomendados por varias organizacoes cervejeiras.
Embora nenhum desses meios seja apropriado para a deteccao de
todas as cepas de Lactobacillus e Pediococcus, a combinacédo de
alguns deles tem proporcionado bons resultados (SAKAMOTO e
KONINGS, 2003).

A suplementagao adicional de nutrientes a estes meios
também tem sido uma alternativa interessante, pois possibilita a
deteccdo de um maior nimero de espécies de microrganismos
em menor tempo (GILLET et al., 2003). Alguns exemplos de meios
seletivos de cultivo suplementados com nutrientes, utilizados para
a deteccdo dos microrganismos contaminantes da cerveja estao
apresentados na Tabela 3.

O emprego do método de detecgao baseado no cultivo dos
microrganismos em meios seletivos apresenta a desvantagem de ser
muito demorado, sendo necessaria uma semana ou mais para se
obter colbnias visiveis nas placas ou visualizar turbidez nos caldos.
Consequientemente, os produtos sao muitas vezes vendidos antes
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TABELA 2. Meios seletivos de cultivo recomendados por organizagoes cervejeiras para a deteccdo de bactérias deteriorantes da cerveja
(SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

Meio Bactéria Recomendado por ?
MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) BAL® EBC, ASBC, BCOJ
Raka-Ray BAL, G[-) EBC, ASBC, BCOJ
VLB S7-S (Versuchs-und Lehranstalt fUr Brauerei in Berlin) BAL EBC, BCOJ
HLP (Meio Hsu'’s Lactobacillus e Pediococcus) BAL EBC, BCOJ
WLD (Wallerstein Differential) BAL EBC, BCOJ
Nakagawa BAL EBC, BCOJ
DAS (Schwarz Differential Agar) BAL EBC, BCOJ
MRS concentrado G(-) EBC, BCOJ
PYF (Peptone, Yeasts extract and Fructose) G(-) EBC, BCOJ
Meio Thioglycolate G[-) EBC
LL-Agar G(-) EBC, BCOJ
UBA (Universal Beer Agar) BAL, G(-) EBC, ASBC, BCOJ
NBB (Nachweismedium fur bierschddliche Bakterién) BAL, G(-) EBC, BCOJ
Meio Brewer’s Tomato Juice BAL, G[-) ASBC
LMDA (Lee’s Multi-Differential Agar) BAL ASBC
BMB (Meio Barney-Miller Brewery) BAL ASBC
SMMP (Meio seletivo para Megasphaera e Pectinatus) G(-) ASBC, BCOJ

“EBC, European Brewery Convention; ASBC, American Society of Brewing Chemists; BCOJ, Brewery Convention of Japan.
°BAL, Bactérias acido lacticas.
“G(-), Bactérias Gram-negativas.

TABELA 3. Meios seletivos de cultivo NBB suplementados com nutrientes para deteccdo de microrganismos contaminantes da cerveja
(DOLHER, 2001).

Tipos de amostra Método mais recomendado Deteccao
Amostras de levedura NBB-Boullion (NBB-B) Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera,
Inéeulo (fermento de carga) Lactococcus, Leuconostoc e Zymomonas.

Cultura pura de levedura
Recolha (fermento de propagacao)
Sedimentos de levedura

Cerveja nao filtrada NBB-Concentrado (NBB-C) Todas as bactérias contaminantes de cerveja,
Sala de fermentacao especialmente lactobacilos (Lb. brevis, Lb. lindnerie
. Lb. brevisimilis), Pediococcus (P damnosus), Pectinatus
Cerveja nao maturada
: . e Megasphaera.
Cerveja de trigo Também indicador de germes (Acetobacter).
Amostras de cerveja filtrada e agua NBB-Agar Todas as bactérias contaminantes de cerveja,
Agua de enxagiie (NBB-A) especialmente lactobacilos (Lb. brevis, Lb. lindneri
. o < Lb. brevisimilis|, Pediococcus (P damnosus), Pectinatus
Cerveja apos filtracao
e Megasphaera.
Cerveja de tanques de pressao
Cerveja de envasamento
Cerveja engarrafada
Chope
Pontos de contaminagao NBB-Boullion-AM Todas as bactérias contaminantes de cerveja.
Producao (exemplos: bombas, linhas de cerveja, (NBB-B-AM) Germes indicadores: biofilmes.
Juntas de vedagdo, by-passes e outros| Microrganismos formadores de muco/placa
Area de envasamento (exemplos: envasador, (Acetobacter, Enterobacteriaceae, etc.).

estrelas, valvulas, ajustamentos, lacrador,
lavador, inspetor de garrafas)
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que os resultados dos testes microbioldgicos estejam disponiveis
(SAKAMOTO e KONINGS, 2003).

Adeteccao de Megasphaerae Pectinatus, por exemplo, pode
ser feita utilizando o meio SMMP (Tabela 2), porém, sdo necessarios
até 14 dias de incubacdo, e a deteccao ¢é dificultada pelas condigoes
anaerdbias estritas nos seus cultivos (SATOKARI et al., 1998). Outro
problema é que esses meios nao sdo especificos para cada espécie.
Um exemplo sao os meios utilizados para deteccao das bactérias dete-
riorantes acido lacticas, os quais também permitem a multiplicacdo
de espécies nao deteriorantes da cerveja, tais como Lb. delbrueckiie
P acidilactici SAKAMOTO e KONINGS, 2003). Conclui-se, portanto,
que existe uma grande necessidade de se desenvolver métodos mais
rapidos e especificos para a deteccdo dessas bactérias.

4.1.2 Meios para a deteccio de leveduras selvagens

N&o existe um Unico meio de cultivo que permita a deteccdo
de todas as leveduras selvagens sem detectar as leveduras do
préprio cultivo. Portanto, o método mais utilizado para a deteccéo
de leveduras selvagens continua sendo a utilizagao de varios meios
seletivos, sendo que a combinagao desses meios dependera do tipo
de levedura utilizada (BARSZCZEWSKI e ROBAK, 2004). Para um uso
geral, a combinacdo de MYGP (“Malt extract, Yeast extract, Glucose,
Peptone agar”) com 200 ppm de CuSO,, um meio nao seletivo
incubado a 37 °C durante 4 dias, e XMACS (meio contendo xilose,
manitol, adonitol, celobiose e sorbitol), meio lisina ou meio CLEN
(contendo cadaverina, lisina, etilamina e nitrato) pode ser capaz de
detectar a maioria das leveduras selvagens Saccharomyces e nao-
Saccharomyces nas cervejarias que produzem cervejas tipo /ager.
Vale a pena lembrar que todos 0s meios propostos para a detec¢ao
das leveduras selvagens estdo baseados em principios seletivos,
por isso é importante ter em mente que a inibicdo das leveduras
de cultivo e a multiplicagao das selvagens serao influenciadas pelas
condigoes fisioldgicas das leveduras, pela concentragdo celular e
pelas condices de incubacao (JESPERSEN e JAKOBSEN, 1996).

4.2 Métodos rapidos de deteccao de microrganismos

Nas Ultimas duas décadas, tém sido testados varios métodos
rapidos para a deteccao e identificacdo dos microrganismos
deteriorantes da cerveja. Alguns deles encontram-se disponiveis
comercialmente, e outros ainda estao em fase de pesquisa (PRIEST,
2006; HAMMOND et al., 1999). Porém, a maioria desses métodos
tem sido desenvolvida para aplicagdes clinicas. Um dos grandes
obstaculos em aplicar qualquer método desenvolvido para um
laboratério clinico na indUstria cervejeira é contornar as diferencas
fundamentais na multiplicacdo dos isolados clinicos comparados
3os contaminantes da cerveja (BARNEY e KOT, 1992). Enquanto
um teste para a deteccdo rapida de uma espécie clinica como
Escherichia coli, com tempo médio de geracao de 20 a 30 min, pode
requerer apenas algumas horas, 0 mesmo teste rapido para bactérias
lacticas, como P damnosus ou Lb. lindneri, com tempos médios de
geragao superiores a 5 h, pode requerer um periodo minimo de
varios dias, dependendo do teste. Portanto, a deteccdo “rapida”
deve ser sempre considerada no contexto das velocidades de cres-
cimento dos microrganismos em questdo, quando comparada ao
método de detecgo tradicional (DOWHANICK, 1995).

Dentre os principais métodos rapidos aplicados para a
deteccao dos microrganismos deteriorantes da cerveja desta-
cam-se:
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Impedancia/condutancia: Mede as mudangas de impedancia
ou condutancia elétrica em um meio de cultivo como resposta
amultiplicagdo dos microrganismos (BARNEY e KOT, 1992). As
principais vantagens no uso desta tecnologia sao: a reducao
no tempo de deteccdo em comparagdo com o método de
incubacao em meios de cultivo, dependendo do meio empre-
gado, a elevada seletividade para a multiplicagao microbiana
e a elevada automacao para avaliar um grande ndmero de
amostras. As desvantagens incluem custos elevados de equi-
pamentos e operacao, e nem todos 0s meios sao apropriados
para serem utilizados com este método (DOWHANICK,
1995).

Bioluminescéncia: Mede a concentracdo de adenosina trifos-
fato (ATP) por meio de uma reacdo quimica que produz luz.
Os niveis de ATP podem ser diretamente correlacionados
ao nuimero de microrganismos presentes. Porém, tem sido
relatado que a concentracdo de ATP varia amplamente entre
diferentes espécies, assim como para uma mesma espécie
em diferentes estados fisioldgicos. Além disso, as células de
leveduras contém cerca de 100 vezes mais ATP do que as
células das bactérias, o que dificulta a extrapolacao do nimero
de microrganismos contaminantes (BRIGGS et al., 2004).

Microscopia de epifluorescéncia direta (DEFT): Baseia-se em
procedimentos de coloracdo fluorescente para a deteccao de
células microbianas, utilizando um microscépio fluorescente.
O método requer a concentragdo da amostra por filtracao
em membrana, a coloracdo e a contagem das col6nias
(BOULTON e QUAIN, 2006). Uma das grandes desvantagens
deste método é que se torna muito trabalhoso quando se
deseja analisar varias amostras (BARNEY e KOT, 1992).

Citometria de fluxo: Utiliza tecnologia laser e métodos de
coloracao para a detecgdo de microrganismos em liquidos
escoando através de um pequeno orificio (BARNEY e KOT,
1992). A principal vantagem deste método é sua sensibili-
dade. Porém, requer longos tempos para processar grandes
volumes de amostra, e pequenas particulas podem interferir
no resultado (DOWHANICK, 1995).

Reacao em cadeia da polimerase (PCR): E uma das mais
novas e promissoras técnicas e que permite rapida deteccao
dos microrganismos contaminantes da cerveja (RUSSELL e
DOWHANICK, 1999). Baseia-se na duplicacao de sequiéncias
de &cido desoxirribonucléico (DNA) por meio de uma reagdo
exponencial em cadeia para produzir quantidades detectaveis
deste acido. Utilizando essa técnica, tem sido possivel detectar
baixas concentragdes (<10 UFC.100 mL™") de Pectinatus spp.
e M. cerevisiae apOs 2 a 4 dias e 2 a 3 dias, respectivamente.
Por outro lado, esses mesmos microrganismos sao detectados
em até 14 dias quando incubados em meio SMMF, enquanto
que utilizando o teste forcado (forcing test) a contaminagdo
com Pectinatus e Megasphaera spp. pode ser detectada em
2 a3 ou 3 a4 semanas, respectivamente (JUYONEN et al.,
1999). A técnica de PCR permite a deteccdo de Lb. brevis,
Lb. lindneri, P damnosus, Pectinatus spp., Megasphera spp.
e Selenomonas spp. (PRIEST, 2006 SATOKARI, et al., 1997).
Também tem sido possivel diferenciar leveduras cervejeiras
de ndo cervejeiras utilizando essa técnica (YAMAGISHI et al.,
1999)
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5. CONCLUSAO

Nas cervejarias modernas, o risco de contaminagao da
cerveja por microrganismos esta associado principalmente a multipli-
cacdo de cepas especificas de Lactobacillus spp. e Pediococcus spp.
Porém, o grupo das bactérias Gram-negativas anaerdbias estritas
vem adquirindo uma importancia crescente devido ao aperfeicoa-
mento das técnicas de manipulagao e engarrafamento da cerveja,
que tem reduzido significativamente o contelido de oxigénio no
produto final, e também devido ao aumento da producdo de
cervejas com baixas concentracoes de etanol e de IUpulo. Apesar
de os principais riscos de contaminacdo da cerveja estarem rela-
cionados a presenca de bactérias, as leveduras selvagens, em
particular Saccharomyces spp., também representam uma impor-
tante preocupacdo para as cervejarias. No entanto, a capacidade
de se multiplicar na cerveja varia de acordo com cada cepa, para
uma mesma espécie de microrganismo deteriorante.

A deteccao destes microrganismos deteriorantes da cerveja
também nao é um procedimento tao simples, pois muitos destes
microrganismos parecem adaptados a cerveja e algumas vezes
apresentam dificuldades para se multiplicar em outros meios,
incluindo os de laboratdrio. Mesmo assim, o método mais comu-
mente utilizado nas cervejarias para a deteccao dos microrganismos
contaminantes da cerveja continua sendo a tradicional incubacao
em meios de cultura. Entretanto, devido a diversidade dos micror-
ganismos, diferentes meios devem ser utilizados a fim de garantir
a deteccdo das bactérias deteriorantes Gram-positivas e Gram-
negativas, assim como das leveduras selvagens Saccharomyces e
ndo-Saccharomyces. Apesar disso, a maior preocupagao nos dias
de hoje ainda é quanto a elaboracdo de métodos mais sensiveis,
especificos e rapidos para deteccdo destes microrganismos conta-
minantes. Tais métodos sdo urgentemente necessarios para poder
predizer o potencial de deterioracdo da cerveja, de uma forma rapida
e eficiente, diminuindo desta forma o risco da venda de um produto
contaminado, e auxiliando as cervejarias a encontrar e controlar os
principais pontos em seus processos onde podem ocorrer conta-
minagao microbiana. A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é
atualmente uma técnica promissora que permite uma deteccao
rapida dos microrganismos deteriorantes da cerveja.
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