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RESUMO

A busca por alimentos de qualidade e benéficos a saude vem aumentando no Brasil,
principalmente os alimentos funcionais, que além de promover a nutricdo basica, contribuem
com a saude através da prevencao de doencgas. Dentre os alimentos funcionais podemos destacar
a utilizacdo dos alimentos probidticos, que contém organismos vivos que beneficiam,
principalmente, a microbiota intestinal. Aliado a0 aumento da procura por alimentos saudaveis,
embora contraditério, o consumo de cerveja no mundo também tem aumentado
significativamente. A cerveja, quando consumida com moderagdo, apresenta beneficios a
saude, pois, sendo rica em flavonoides e antioxidantes, previne o envelhecimento da pele e
reduz os niveis do colesterol LDL. Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de Saccharomyces boulardii na producdo de cerveja probidtica. Com base nas
caracteristicas benéficas dos probioticos, bem como do consumo moderado e apreciado da
cerveja pela populagdo, a producdo de uma cerveja probiodtica ¢ uma tecnologia inovadora,
podendo tornar-se uma alternativa benéfica para a saude humana. Dessa forma, foram
produzidas duas cervejas tipo Pale Ale, lote 1 (L-1) com uma mistura de S. cerevisiae ¢ S.
boulardii, e lote 2 (L-2) somente com S. boulardii como agente fermentador, a fim de verificar
sua performance na producdo de cerveja. A qualidade das cervejas produzidas foi validada
através de analises fisico quimicas, e o seu potencial probiotico determinado pela quantificagao
do numero de colonias presentes em L-2, apos 15, 30, 45 e 60 dias do término da fabricagdo da
cerveja. Visto que foi utilizada a mesma receita para ambas cervejas, pelas analises fisico
quimicas classificou-se L-1 e L-2 como cervejas extra (12 a 14 %v/v), de cor clara (<20
unidades EBC), alto teor alcodlico (4,5 a 7 %v/v), puro malte e alta fermentacdo; todavia,
devido ao teor alcodlico mais baixo em L-2 (4,88+0,06 %v/v), ela seria considerada ideal
quando comparada a L-1 (5,32+0,04 %v/v) para o consumo na forma didria, indicada para
alimentos probidticos. Na quantificagdo de leveduras, primeiramente, obteve-se os resultados
em UFC mL™!, os quais, depois, foram ajustados para obter os resultados referentes a uma dose,
indicada para consumo didrio de cerveja (300 mL), onde pode-se observar que, mesmo apds 60
dias, a cerveja demonstrou contagens de S. boulardii >10% UFC 300 mL!'. Deste modo,
concluiu-se que ¢ possivel utilizar Saccharomyces boulardii na produgao de cerveja, obtendo-
se uma bebida probiotica de qualidade.

Palavras-chave: Alimento funcional. Levedura. Pale Ale. Probidtico. Promogao da saude.



ABSTRACT

The search for quality and health beneficial foods has been increasing in Brazil,
especially functional foods, that besides basic nutrition promote and contribute health through
disease prevention. Among the functional foods we can highlight the use of probiotic foods,
which contain living organisms that mainly benefit the intestinal microbiota. Allied to the
growing demand for healthy foods, while contradictory, world beer consumption has also
increased significantly. Beer, when consumed in moderation, has health benefits as it is rich in
flavonoids and antioxidants, preventing sking aging and lowering LDL cholesterol levels. This
way, this project had as objective to evaluate the potential of Saccharomyces boulardii in the
production of probiotic beer. Based on the beneficial characteristics of probiotics, as well as the
moderate and appreciated consumption of beer by the population, the production of a probiotic
beer is an innovative technology and can become a beneficial alternative to human health. Two
Pale Ale beers, lot 1 (L-1) with a mix of S. cerevisiae and S. boulardii, and lot 2 (L-2) only with
S. boulardii as fermentation agent were produced to verify their performance in beer
production. The quality of the beer was validated through physical chemical analyzes, and the
probiotic potential of the beers produced through the quantification of the number of colonies
present in L-2, 15, 30, 45 and 60 days after the end of the brewing. Since the same recipe was
used for both beers, the physical-chemical analyzes classified L-1 and L-2 as extra beers (12 to
14 %v/v), light-colored (<20 EBC units), with high alcohol content (4.5 to 7 %v/v), pure malt
and high fermentation; however, due to the lower alcohol content in L-2 (4.88+0.06 %v/v), it
would be considered ideal when compared to L-1 (5.32+0.04 %v/v) for daily consumption,
indicated for probiotic foods. In the quantification of yeasts, the results were first obtained in
CFU mL!, which were then adjusted to obtain the results for a dose indicated for daily
consumption of beer (300 mL), so even after 60 days the beer showed S. boulardii counts >108
CFU 300 mL!. This way, it was concluded that it is possible to use Saccharomyces boulardii
in beer production, obtaining a quality probiotic drink.

Keywords: Functional food. Yeast. Pale Ale. Probiotic. Health promotion.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia do estilo de vida moderno e tumultuado, as pessoas tém cada vez menos
tempo de preparar seus alimentos; ndo obstante, as pessoas empenham-se em uma mudanga dos
habitos alimentares em prol da saude. Dessa forma, a busca por alimentos de qualidade e
benéficos a satde vem aumentando no Brasil. Nesse grupo de alimentos destacam-se os
chamados alimentos funcionais, que sdo aqueles que além de promover a nutrigdo basica,
promovem a saude. Dentre os alimentos funcionais podemos destacar a utilizagao dos alimentos
probidticos (DE OLIVEIRA et al., 2002).

Os probioticos sao microrganismos processados a alimentos e bebidas com a finalidade
de produzir efeitos benéficos a satide dos consumidores, quando ingeridos em doses adequadas.
Produtos lacteos e alimentos enriquecidos com probioticos estdo entre os produtos, que utilizam
essas tecnologias, mais comuns encontrados em mercados, disponiveis para consumo humano.
(SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Os efeitos benéficos do uso desses microrganismos sao: modulagdo da microbiota
intestinal, reestruturacdo da microbiota intestinal apds o uso de antibidticos, promog¢do de
resisténcia gastrintestinal eurogenital & colonizagdo por microrganismos patogénicos,
estimulagdo do sistema imunolégico, alivio da constipagdo intestinal, tratamento de alguns tipos
de diarreias e producdo de vitaminas, que podem ser absorvidas pelo hospedeiro (BEDANI;
ROSSI, 2009; GUSLANDI et al., 2000; MARTINS et al., 2005b; SANTOS; VARAVALLO,
2011).

Os probidticos vém sendo estudados ha décadas e seus efeitos sdo cientificamente
comprovados. Muitos microrganismos sdo utilizados com essa finalidade, como por exemplo
as bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Outro grupo de microrganismos com
potencial probidtico, porém pouco explorado, sdo as leveduras (MARTINS et al., 2005a;
SANTOS; VARAVALLO, 2011). As leveduras sdo microrganismos unicelulares pertencentes
ao reino Fungi e, ainda que estudos demonstrem a existéncia de mais de 500 espécies de
leveduras presentes em quase todos os habitats da Terra, apenas a levedura Saccharomyces
boulardii ¢ comercialmente utilizada como probidtico para humanos, tendo resultados positivos
na recuperacdo de desordem gastrointestinal (SANTOS; VARAVALLO, 2011; WHITE,;
ZAINASHEFF, 2010).

A levedura S. boulardii foi, originalmentem, extraida da lichia e, atualmente, ¢ usada

pela industria farmacéutica no combate as diarreias alimentares, associadas a antibidticos, entre



outras. Guslandi et al. (2000), segundo estudo realizado com pacientes diagnosticados com a
doenca de Mal de Crohn (doenca que acomete o trato intestinal), sugerem que S. boulardii pode
representar uma boa ferramenta de manutencao do tratamento da doenga. Outro estudo que
confirma agdo probiotico da levedura foi realizado por Madigan et al. (2010), onde resultados
positivos foram obtidos apds a administracdo de preparacdes de S. boulardii para diminuir a
recorréncia de infec¢do por Clostridium difficile e de diarréias agudas.

Grandes laboratorios e centros de pesquisa vem investindo no uso de probidticos como
alternativa ao uso de antibioticos, uma vez que ¢ possivel produzi-los in vitro, com efetiva
inibicao de enteropatdgenos. Nessa linha de raciocinio, hé linhas de pesquisa que demonstram
a eficiéncia da utilizacao de leveduras isoladas de cervejarias no combate de quadros de
diarreia, com bons resultados apresentados através de ensaios realizados tanto in vitro, quanto
com pacientes humanos (BODDY et al., 1991; ELMER; MCFARLAND; MCFARLAND,
2007; KOVACS; BERK, 2000).

Aliado ao aumento da procura por alimentos sauddveis, embora contraditério, o
consumo de cerveja no mundo também tem aumentado significativamente. Por isso, com o
proposito de aliar a busca por alimentos funcionais com o consumo de cervejas, propds-se a
produgdo de uma cerveja probidtica, capaz de atuar na regulagdo da microbiota intestinal do
consumidor, proporcionando assim, a promog¢ao da satide humana

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cerveja ¢ uma das bebidas mais
consumidas no mundo e vem sendo apreciada ha mais de trés milénios, sofrendo algumas
modificac¢des ao longo da historia. No Brasil, comegou a ser produzida no final do século XIX,
e desde entdo o setor gera muitos empregos, tributos, rendas e beneficios sociais (ARAUJO,
2001; FERRARI, 2008; ROSA; COSENZA; LEAO, 2006).

A cerveja possui extratos metabolicos que auxiliam a reposicao de substancias, como
aminoacidos, minerais, antioxidantes e vitaminas. Contém sdédio, potdssio e moléculas
antioxidantes que ajudam na recuperagao das perdas hidricas e normalizando as alteragdes do
metabolismo (FREITAS et al., 2000; GHISELLI et al., 2000). Aliado a esses beneficios outras
caracteristicas podem ser incorporadas a cerveja a partir da utilizagdo de leveduras probidticas
(FREITAS et al., 2000; GHISELLI et al, 2000; RIQUE; SOARES; MEIRELES, 2002).

No entanto, cabe ressaltar que o consumo exagerado de alcool na forma de cerveja, pode
desencadear diversas doengas, como problemas de coragdo, doengas hepaticas e cancer no trato
digestivo e de mamas nas mulheres (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2001; DE
ANDRADE; DE OLIVEIRA, 2009; RIQUE; SOARES; MEIRELES; 2002). Assim salienta-se



que o projeto ndo visa incentivar o consumo excessivo de cerveja, muito pelo contrario, espera-
se obter uma bebida onde o efeito benéfico a saude se dé pelo consumo moderado da mesma.

O consumo moderado de alcool vem se mostrando benéfico na redugao de risco de
doencas cardiacas, associado a diminuicdo de mortalidades causadas por doencas
cardiovasculares (BOBAK; SKODOVA; MARMOT, 2000; FREITAS et al., 2000). Considera-
se benéfico o consumo de um drink diario para mulheres e dois drinks para os homens. Sendo
que um drink corresponde a 14 g de 4lcool, ou seja, uma lata de cerveja (RIQUE; SOARES;
MEIRELES; 2002).

Com base no que foi exposto das caracteristicas benéficas dos probioticos, bem como
do consumo moderado e apreciado da cerveja pela populagdo, a producdo de uma cerveja
probidtica € uma tecnologia inovadora que visa aliar ambos, podendo tornar-se uma alternativa

benéfica para a saide humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de Saccharomyces boulardii na producao de cerveja probidtica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar o potencial fermentativo de S. boulardii na produgao de cerveja;

e Testar diferentes concentragdes de S. boularddi e de S. cerevisiae na produgdo de
cerveja probiotica;

e Diferenciar S. boulardii de S. cerevisiae ap6s o processo de producdo de cerveja
probidtica;

e Validar a qualidade da cerveja obtida através de analises fisico-quimicas;

e Avaliar o potencial probiotico da cerveja produzida.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A populagao tem se conscientizado da importancia de mudar seus hdbitos alimentares
em prol de uma alimentacdo mais saudavel (DE OLIVEIRA et al., 2002). Na busca por
alimentos que tragam beneficios nutricionais e, que promovam a saude, desenvolveu-se
produtos probidticos, os quais conferem beneficios adicionais a saude do consumidor, como
equilibrio para microbiota intestinal, reestruturacdo da microbiota intestinal apds o uso de
antibidticos, promocdao de resisténcia gastrintestinal e urogenital a colonizagdo por
microrganismos patogénicos, estimulacdo do sistema imunoldgico, alivio da constipagdo
intestinal, tratamento de alguns tipos de diarreias e producao de vitaminas, que sdo absorvidas
pelo hospedeiro.

Além disso os probidticos devem atender a alguns requisitos basico, como: probioticos
ndo podem ser absorvidos pela mucosa instetinal, ndo devem colonizar o ambiente intestinal e,
consequentemente, ndo interferir negativamente sobre a microbiota intestinal (MARTINS et

al., 2005b; MIGOWSKI; PUGLISESE, 2009).

3.1 MICROBIOMA HUMANO

Os seres humanos desenvolveram junto aos microrganismos uma relagdo intima e
complexa, na qual um ajuda o outro no exercicio de viver. Ha centenas de espécies de bactérias
e fungos vivendo no corpo humano, seja permanentemente ou transitoriamente, constituindo a
chamada microbiota normal do corpo. Em sua maioria ndo causam doencas e estao presentes
tanto nas superficies externas (pele e mucosa ocular) como internas (nariz, boca, trato intestinal,
vagina e uretra) do corpo humano (INGRAHAM; INGRAHAM, 2010).

Trabulsi e Alterthum (2008) afirmam que, mesmo em um ser saudavel, as células
microbianas presentes no intestino humano excedem em dez vezes o numero de células
humanas, ou seja, 10'* bactérias para 10'® células humanas.

A maior por¢do da microbiota humana acumula-se no trato gastrointestinal, mais
especificamente na porcao final do intestino delgado e no intestino grosso, onde as contragdes
musculares oscilantes s3o mais lentas; por isso, um terco do peso das fezes seca ¢ composta por
microrganismos, ou seja, entre cem bilhdes (10'!) e cem trilhdes (10'%) de bactérias sdo

eliminadas por dia, por uma pessoa (MADIGAN, 2010).
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Em uma pessoa saudavel, a microbiota intestinal tem fun¢des essenciais para a vida
humana: ela é capaz de degradar agucares ndo digeriveis em acido lactico e acidos graxos
(6mega-6 e dmega-3), também interage na funcao intestinal ao auxiliar a secre¢cdo e absor¢ao
de nutrientes e oportunizar a sintese das vitaminas B e K. Conjectura-se que os microrganismos
residentes no trato intestinal realizam outras fung¢des, ainda por serem elucidadas, uma vez que
a propria composi¢ao da microbiota nao € totalmente conhecida INGRAHAM; INGRAHAM,
2010).

As principais classes de microrganismos endégenos encontradas na microbiota normal
do intestino sdo aerdbias, anaerobias facultativas e anaerdbias estritas, sendo esta ultima
predominante as outras, devido ao fato que ha um baixo potencial de oxirredugdo no ileo
(BLACK, 2013). Estima-se que ha cerca de 500 espécies pertencentes a 200 géneros, porém
somente 20 delas foram significativamente representadas. Dentre estas, os géneros que mais se
destacam sdo Bacteroides sp., Bifidobacterium sp., Fusobacterium sp., Lactobacillus sp.,
Streptococcus  sp., Clostridium sp. e a familia FEnterobacteriaceae. (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Porém, tratamentos com antibiodticos, antigenos alimentares, patdgenos, substancias
quimicas e radiacdo podem provocar efeitos deletérios sobre a microbiota, levando a um
desequilibrio da microbiota, desordem da permeabilidade e até¢ a ativagdo de substancias
carcinogénicas (MADIGAN, 2010).

Pela importancia destacada da microbiota intestinal diante de possiveis desequilibrios
da microbiota como diarreia, infecgdes, lesdes, tumores malignos, crescimento de
microrganismo exogenro toxico e demais enfermidades, sdo administrados alimentos
probioticos para reequilibrar e regularizar a microbiota intestinal concomitantemente a outros

medicamentos (DE AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 201 1).

3.2 PROBIOTICOS

A palavra "probidtico" ¢ oriunda do grego e significa "para vida", ou seja, aquele que é
em favor da vida. Os probioticos sdo bactérias ou leveduras vivas, ndo patogénicas, de cultura
unica ou mista, que sdo adicionados a alimentos e/ou bebidas com a finalidade de produzir
efeitos benéficos a satide como, por exemplo, regular a microbiota intestinal do hospedeiro.

(DE AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011).
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3.2.1 Importancia dos probioéticos para a satide humana

Um bom microrganismo, para ser considerado como probiotico, ndo deve apresentar
perigo a saide de quem o ir4d consumir, além de ser capaz de permanecer vivo, desde a fase de
produgdo do alimentos até o destino final, ou seja, o sistema digestorio do consumidor, e deve
ter sua eficacia comprovada (DE AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011).

Por isso, nos ultimos 20 anos, vem sendo feita uma investigacao clinica relevante a
respeito dos probioticos e da sua utilizagao terapéutica (INSTITUT ROSSEL LALLEMAND,
2014a). A principal teoria que explica os processos individuais e associativos ¢ a "exclusao
competitiva", a qual se baseia no principio: se a parede do epitélio intestinal estiver ocupada
por probidticos, visto que eles o colonizam por um curto periodo de tempo (dois a cinco dias)
e em seguida sdo eliminados, outros microrganismos (patogénicos) nao terdo um local para se
aderir e consequentemente, ndo formarao colonias. Deste modo, estes serdo eliminados com o
bolo alimentar e ndo causardo doengas e, consequentemente, a microbiota natural pode se
desenvolver, estimulada pelos probidticos (DE AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2002).

A vista disso, os probidticos vem sendo usados no tratamentos de algumas doengas
intestinais (principalmente, em diarreias agudas), para minimizar os efeitos desfavoraveis
decorrentes dos desequilibrios que a microbiota intestinal sofre por diferentes motivos, como
ja destacado anteriormente, uma vez que desempenham vdrias fungdes no organismo; estas
funcdes sdo classificadas por Naidu e Clemens (2000) em trés classes: nutricionais, fisioldgicas
e antimicrobianas. De Avila, Rigobelo e Maluta (2011) destacam algumas das fungdes dos
probidticos:

¢ Inibicdo de infecgdes intestinais: proporcionam estabilidade a barreira intestinal (o
epitélio intestinal + a microbiota normal).

e Melhor digestibilidade: degradam fragdes de proteinas, lipideos e glicidios;
aumentam a absor¢ao e fixacdo de ferro e calcio; melhoram o valor nutritivo dos
alimentos ao elevarem o nivel de vitaminas do complexo B; favorecem a utilizacao
da lactose.

e Colonizagdo do intestino: aderem-se ao epitélio intestinal, assim, exercem agao
antagdnica aos patdgenos, inibindo a adesao e ativagao destes.

e Combate ao mau halito: alguns microrganismos inibem o crescimento de bactérias

causadoras do mau halito.
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e Acdo anticarcinogénica: reduzem enzimas promotoras de cancer ao transformar
potenciais pré-carcinogénicos em substancias menos danosas; inibem alguns tipos de
cancro.

e Acao hipocolesterolémica: geram inibidores para a sintese de colesterol; por
assimilagdo, utilizam o colesterol; precipitam o colesterol através de sais biliares
desconjugados.

e Modulagdo imunitéria: atuam como biorreguladores por serem fontes de enzimas e

fatores que estimulam a produgdo de macréfagos, células supressoras e intérferon f3.

No entanto, ¢ importante salientar que, as bactérias probidticas s6 apresentam efeitos
biologicos no ambiente intestinal se atingirem o mesmo com tamanho populacional minimo
(DE OLIVEIRA et al., 2002). Além disso, nem todos os probidticos apresentam o mesmo
mecanismo de acdo e fun¢ao no organismo humano, uma vez que eles sao variados, abrangendo
géneros bacterianos e fungicos. (INSTITUT ROSSEL LALLEMAND, 2014a; MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009.).

3.2.2 Principais organismos probioticos

Os principais microrganismos probidticos sao bactérias (em sua maioria) e leveduras. O
Quadro 1 exibe alguns exemplos de cepas de probiodticos que sao encontradas em produtos,
vendidos em mercados, para consumo humano. Os mais comuns sdo produtos lacteos e
alimentos enriquecidos com probidticos. Ha também produtos com bactérias liofilizadas, as
quais sao encontradas em comprimidos, capsulas e sachés.

Eles podem ser divididas em duas classes, de acordo com o seu produto: 4cido lactico e
fermentacdo. As bactérias produtoras de &cido lactico recebem essa nomenclatura por
produzirem écido-latico a partir de carboidratos (OMG, 2008).

Elas t€ém como correspondentes as espécies de Lactobacillus, Lactococcus, €
Streptococcus thermophilus, as quais sdo bactérias ndo patogénicas, nao toxigé€nicas, Gram
positivas, e muito utilizadas na fermentacdo de alimentos, estimulacio da imunidade,
putrefagdo, digestdo e absor¢ao de nutrientes, sintese de vitaminas e inibi¢do do crescimento de
bactérias exogenas e toxicas. Ainda neste grupo, estdo incluidas bactérias do género
Bifidobacterium; responsaveis pelas mesmas fungdes, porém com diferengas taxondmicas

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Por sua vez, as leveduras fermentadoras sdo usadas no processo de transformagao de
alimentos em outros produtos finais de metabolismo, como etanol. O principal representante

deste grupo ¢ a levedura do género Saccharomyces.

Quadro 1 — Exemplos de algumas cepas de microrganismos probidticos que
sdo encontradas em produtos para consumo humano, vendidos em
estabelecimentos comerciais (mercados, farmacias)

Cepa Produto comercializado

Bifidobacterium animalis
Lactobacillus acidophilus loourte
Lactobacillus casei 8

Lactobacillus johnsonii

Bifidobacterium breve .
if ) ) Leite fermentado
Lactobacillus casei

Bifidobacterium infantis

Concentrado, capsula
Enterococcus

Bifidobacterium lactis R
. . Concentrado, saché
Bifidobacterium longum

Lactobacillus plantarum

Suco
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus reuteri Concentrado, gotas
Saccharomyces boulardii* Concentrado, capsula

*Unica levedura comercializada como probidtico humano.
Fonte: adaptado de OMG (2008).

De acordo com De Oliveira et al. (2002), a sele¢dao e escolha de probiotico leva em
consideragdo os seguintes critérios preferenciais:

e O género, ao qual pertence o microrganismo, deve ser de origem humana;

e A estabilidade frente a acidez estomacal e a bile;

e A capacidade de aderir a mucosa intestinal;

¢ A capacidade de colonizar o trato gastrintestinal humano (mesmo que um periodo de

tempo curto);

e A capacidade de produzir compostos antimicrobianos;

e Ser metabolicamente ativo no intestino;

e Apresentar seguranga para uso humano;

e Ter historico de ndo patogenicidade;

e Naio estar associada a outras doengas (endocardite, por exemplo);

e Auséncia de genes determinantes da resisténcia aos antibidticos.
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A partir desses critérios, criou-se um fluxograma, o qual apresenta todos os itens de
base, em forma de uma arvore decisoria para o desenvolvimento de novos probidticos, a qual

pode ser analisada na Figura 1.

Figura 1 - Arvore decisodria para o desenvolvimento de novos probidticos, na qual analisa-se critérios da cepa,
fatores biologicos e fisiologicos da mesma

Y ‘ Origem - componentes da microbiota instetinal humana sadia

Critérioda cepa | |
/ ‘ Biosseguranca - seguranca para o uso em humanos

Atividade e viabilidade - atividade nas condicdes do intestino

Resisténcia a:
> Baixo pH
> Suco gastrico
> Bile
> Suco pancreatico

Propriedades
biologicas

Aderéncia ao epitélio intestinal e ao muco

Antagonismo frente a patdogenos
Atividade antimicrobiana

Propriedades | .
fisiologicas ! Estimulo da resposta imune (GALT) ‘

Estimulo seletivo das bactérias benéficas e supressao das bactérias prejudiciais

Efeitos sistémicos benéficos sobre o sistema de barreira intestinal ‘

Fonte: adaptado de De Oliveira et al. (2002).

Na arvore decisoria sdao analisados trés principais aspectos: critérios da cepa, como
origem e biossegurancga; fatores bioldgicos como atividade e viabilidade, e a resisténcia ao
ambiente do trato gastrointestinal (pH baixo, suco gastrico, bile e suco pancreatico); e os fatores
fisiologicos, os quais envolvem atividade antagonista frente a patdogenos, aderéncia ao epitélio,
atividade antimicrobiana, estimulo da resposta imune, estimulo e supressao de bactérias, e
efeitos sistémicos benéficos sobre o sistema de barreira intestinal.

Embora as bactérias sejam as mais empregadas, leveduras também possuem potencial
para serem utilizadas como probidticos, onde destaca-se S. boulardii, sendo a unica levedura

utilizada como microrganismo de efeito probiotico humano, enquanto, S. cerevisiae ¢ outra



17

levedura probiotica utilizada na medicina veterinaria (SANTOS; VARAVALLO, 2011;
WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

A vantagem de se trabalhar com leveduras ¢ que elas podem ser liofilizadas, sao
eliminadas de 2 a 5 dias apds a administragdo diaria, como forma de tratamento, e ndo sao
afetadas pelo uso de antibioticos, os quais sdo bactericidas e bacteriostaticos, ou seja, seu
farmaco nao tem efeito sobre fungos (leveduras) (BODDY et al., 1991). Outra caracteristica
importante do uso de leveduras como probioticos ¢ sua capacidade de sintetizar vitaminas no
complexo B e, consequentemente, possibilitar a suplementacdo dessas vitaminas na

alimentagdo humana (GUSLANDI et al., 2000; MARTINS et al., 2005b).

3.3 USO DE Saccharomyces boulardii COMO PROBIOTICO

A levedura S. boulardii pertence ao filo Ascomycota, ordem Saccharomycetales e
familia Saccharomycetaceae. Foi descoberta e isolada da casca de frutas como lichias e
mangostdes, no século XX, no ano 1923, pelo cientista francé€s Henri Boulard, ao observar que
os indigenas locais na Indochina (peninsula no sudeste da Asia, atual Vietni) usavam essas
cascas como tratamento antidiarréico (INSTITUT ROSSEL LALLEMAND, 2014b;
McFARLAND; BERNASCONI, 1993).

Pertence a mesma familia de Saccharomyces cerevisiae, levedura empregada na
fabricacdo de cervejas, e da qual difere em niveis genéticos, metabdlicos e fisiologicos. Assim
como S. cerevisiae ¢ unicelular, globular e se reproduz por brotamento, o que deixa cicatrizes
em sua superficie. (INSTITUT ROSSEL LALLEMAND, 2014b).

E uma levedura tropical, nio patogénica e ndo sistémica (permanece no trato
gastrointestinal, sem espalhar-se pelo corpo) crescendo em temperaturas de 37 °C. Além disso,
¢ uma levedura probidtica, utilizada na forma liofilizada e por isso, ¢ frequentemente referida
como S. boulardii lyo. Quando liofilizadas, as células se apresentam oval arredondadas,
medindo entre 8 e 12 um de comprimento e¢ 4 a 6 um de largura. S0 naturalmente resistentes
aos antibidticos, sensiveis aos antifungicos e sensiveis a temperaturas elevadas (> 50°C)
(FLORATITUDE, 2014).

Desde 1974, a empresa Biocodex comercializa as células de S. boulardii liofilizadas sob
nome Ultra-Leve; o que s6 foi possivel, apds Henri Boulard vender seus direitos a empresa, em

1947 em Paris, Franca (FLORATITUDE, 2014).
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McFarland e Bernasconi (1993, p.157) afirmam que, com uma administracdo diaria, S.
boulardii atinge e mantém um nivel elevado estavel na fase estacionaria conforme demonstram
dados farmacocinéticos; € uma vez que o agente ¢ descontinuado, ¢ elimado nas fezes
rapidamente.

Isto posto, ¢ importante enfatizar que a dose de probidtico varia de acordo com cepa,
produto, paciente e tipo de tratamento. A maioria dos produtos de venda livre que contém
probidticos em sua composi¢ao, disponibilizam entre 1-10 bilhdes de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC)/dose. A medida que alguns produtos demonstram eficacia nesta dose, outros
funcionam a niveis mais baixos e outros ainda demandam quantidades muito maiores (OMG,
2008). Exposto isso, o Quadro 2 apresenta, como exemplo, a dose recomendada de S. boulardii

liofilizado conforme o transtorno a ser tratado.

Quadro 2 — Doses indicadas de S. boulardii lyo como alternativa de tratamento probidtico para diversos
transtornos gastroinstetinais, baseadas em evidéncias e relatos de estudos de casos.

Transtorno Dose recomendada
Tratamento da diarréia aguda infecciosa em criancas 200 mg, trés vezes ao dia
Prevengdo da diarréia associada a antibidticos em criangas 250 mg, duas vezes ao dia
Prevencdo da diarréia associada a antibidticos em adultos 1g ou 3 x 10!° UFC ao dia
Prevencdo da diarréia por C. difficile em adultos 2 x 10" UFC ao dia
Terapia adjuvante para erradicagdo de H. pylori lg ou 5 x 10° UFC ao dia

Fonte: adaptado de OMG (2008).

Até o momento, estudos ostentam a informacao, na qual a microbiota intestinal pode ser
mudada qualitativa e quantitativamente, de modo rapido, devido a administragdo de
probidticos, como S. boulardii. Todavia, apé6s um curto periodo de tempo, a microbiota
intestinal volta ao seu estado normal (MADIGAN et al., 2010).

Sabendo que S. boulardii liofilizado ¢ um probidtico, cuja definicio ¢ um
microrganismo vivo que, quando administrado em quantidade suficiente, traz beneficios para a
saude do hospedeiro (FLORATITUDE, 2014); nos proéximos paragrafos serao apresentados, de
modo sucinto, alguns estudos realizados com Saccharomyces boulardii, que surtiram efeitos
positivos ao ser usado como forma alternativa ou complementar de tratamento a doengas

infecciosas intestinais.
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Em 1994, McFarland realizou um estudo com 124 pacientes adultos (60 anos de idade)
que tinham historia de pelo menos um episddio de doenga associada a C. difficile (do inglés,
Clostridium difficile Disease, ou CDD), também conhecida como colite pseudomembranosa
(CPM). O bacilo Gram-positivo C. difficile é natural da microbiota intestinal, cujas toxinas
causam desde diarreia ligeira a colite pseudomembranosa. A CPM ¢ uma doenga infeciosa, que
surge na maioria dos casos apds antibioterapia, uma vez que os antibioticos provocam a
alteracdo da microbiota intestinal normal permitindo a colonizagdo pelo C. difficile, que em
condi¢des apropriadas leva a ocorréncia dos sintomas: presenca de placas amarelas ou
pseudomembranas na mucosa do célon com severa inflamagdo (FERREIRA, 2013).

No estudo de McFarland (1994), como tratamento foi avaliado a levedura S. boulardii
(1 g/dose) com um antibiotico (Cloridrato de Vancomicina ou Metronidazol), durante 4
semanas. A andalise multivariada revelou que os pacientes tratados com S. boulardii e
antibidticos padrao tiveram um menor risco relativo de recorréncia de CDD em comparagao
com placebo e os antibioticos convencionais, porém nenhum beneficio de S. boulardii foi
constatado para pacientes com um episodio inicial de CDD. Além disso, nao houve reacdes
adversas graves associados ao S. boulardii.

No ano seguinte (1995), McFarland determinou a seguranga e a eficacia de um novo
agente profilatico preventivo, S. boulardii liofilizado (na dose de 1 g/dia), para o tratamento de
diarréia associada a antibioticos (DAA), em um grupo de alto risco de 193 pacientes
hospitalizados que receberam pelo menos um antibidtico B-lactamico. Os pacientes foram
acompanhados durante 7 semanas e a preven¢do de DAA foi de 51 % para os pacientes que
receberam S. boulardii, sem reagdes graves adversas.

Em 1997, avaliou-se o efeito preventivo do S. boulardii (500 mg, quatro vezes ao dia)
e fatores de risco para diarréia em um total de 128 pacientes internados em onde unidades de
terapia intensiva de hospitais gerais e alimentados por tubos em estado critico. Para o grupo de
pacientes tratados com S. boulardii, ou seja, metade do total (64), o percentual médio de dias
com diarréia por dia de alimentacao reduziu significativamente (BLEICHNER, 1997).

Por sua vez, Guslandi, Giollo e Testoni (2003), relataram que S. boulardii pode ser
benéfico no tratamento e manutencdo da doenca de Crohn. Para avaliar esta sentenga, um grupo
de 25 pacientes com uma ligeira a moderada colite ulcerativa recebeu junto a mesalazina, um
tratamento adicional com S. boulardii (250 mg, trés vezes ao dia) durante quatro semanas. Dos

24 pacientes que completaram o estudo, 17 atingiram remissdo clinica; o que foi confirmado
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por endoscopia, comprovando assim, que estudos controlados com este agente probidtico sdo
garantidos e eficazes no tratamento de colite ulcerativa.

Deste modo, os estudos desses autores vém ao encontro do que se esperava, no sentido
de mostrar que o tratamento por ingestao de probiodticos resulta em melhoria da qualidade de
vida de individuos com doencas cronicas mediadas pelo sistema imunolégico, como as doencas
inflamatorias intestinais (doenga de Crohn e colite ulcerativa) (DE OLIVEIRA et al., 2002).

Adicionalmmente, Liong (2011) afirma que S. boulardii também ¢ efetivo no tratamento
de intolerancia a lactose, infecg¢des do trato urinario, micoses vaginais, niveis de colesterol alto,
urticaria, bolhas de febre, aftas, acne na fase da adolescéncia e alergias alimenticias.

Para efeitos metodologicos no entanto, ¢ importante destacar também estudos que
revelam que nem sempre o uso de probiodticos no tratamento de doencas infecciosas intestinais
¢ benéfico ao paciente. Em casos raros, pode ocorrer uma fungemia por administragdo de S.
boulardii em pacientes com um cateter venoso central ¢ imunocomprometidos.

No ano de 2000, Hennequin et al. explanam que houveram, ainda que raros, quatro casos
de fungemia por S. boulardii em pacientes com cateter vascular residente. Pelo fato de ndo
haver relatos a respeito do envolvimento de 6rgdos, choque séptico ou outra etiologia,
presumiram que a contaminacdo do cateter pode ter sido pelo ar, superficies ambientais ou as
maos apos a abertura das capsulas de S. boulardii. Os autores sugerem que os pacotes devem
ser abertos com luvas, do lado de fora do quarto do paciente para evitar a contaminacao do
cateter.

Cassone et al. (2003), comunicaram um surto de fungemia por S. boulardii entre trés
colegas de quarto da unidade de terapia intensiva, que receberam preparagoes liofilizadas desta
levedura. Suspeita-se que as fungemias foram provocadas pela contaminagao ao cateter venoso
central, e resolvidas apds o tratamento com Fluconazol. Os autores reforcam a necessidade de
uma aplicagdo rigorosa da higiene adequada, principalmente quando se utiliza uma preparagado
deste organismo probidtico.

Em um caso mais recente, datado do ano de 2012, Thygesen, Glerup e Tarp apresentam
o caso de uma mulher de 79 anos com artrite reumatdide, que apds uma ressec¢ao intestinal
desenvolveu fungemia por S. boulardii. A evolucdo pods-operatoria foi complicada por
problemas nutricionais, anemia e varias infec¢des hospitalares, incluindo C. difficile com
diarréia recorrente associada. Assim, os autores acham importante lembrar aos clinicos o risco

ao prescrever probioticos, especialmente para pacientes imunocomprometidos.
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Dessa forma, os relatos de fungemia por S. boulardii como efeito colateral raro, e outras
sérias complicacdao do tratamento com probidticos, mostram de forma evidente que conhecer
os efeitos positivos e negativos deste tipo de intervencado e a necessidade da higienizacao por
parte da equipe de satde sdo essenciais para o sucesso da terapia.

Em suma, ¢ possivel declarar que o processamento, uso e tratamento com probiodticos
vem resultando em produtos com alto grau de aceitabilidade, nos quais a sua viabilidade e

funcionalidade sao mantidas (DE OLIVEIRA et al., 2002).

3.4 COMERCIALIZACAO DE ALIMENTOS PROBIOTICOS

A importancia da dieta, associada a um estilo de vida saudavel, uma vez que esta pode
contribuir a preven¢do de doengas e promog¢ao da saude, levou a criacdo de um mercado para
produtos funcionais e probioticos (ARVANITOYANNIS;
HOUWELINGENKOUKALIAROGLOU, 2005).

A defini¢do aceita pela European Commission Concerted Action on Funcional Food
Science in Europe (1999) descreve os alimentos funcionais como “alimentos para os quais
pode-se satisfatoriamente demonstrar que eles afetam beneficamente uma ou mais fungdes do
organismo, além de garantirem efeitos nutricionais adequados, conduzindo a uma melhoria do
estado de saude e bem estar e/ou a uma reducao do risco de doengas”. Desse modo, os alimentos
probidticos entram nessa categoria, e segundo a ANVISA (2008), baseando-se na por¢ao diaria
de microrganismos viaveis que devem ser ingeridos, recomenda-se o minimo estipulado de 108
a 10° UFC dia™.

Os principais alimentos probidticos comercializados atualmente sdo de origem laticinia,
visto que contribuem para a sobrevivéncia dos probidticos ao suco gastrico, tendo em vista seu
efeito tamponante e protetor (ROSS; DESMOND; STANTON, 2005). Leites, iogurtes e leites
fermentados sdao os principais alimentos utilizados como probidticos, no entanto, a variedade
desses produtos continua em expansao englobando ainda queijos, sobremesa com base lactea —
caso do frozen yogurt, do sorvete e do mousse — e até o kefir (bebida fermentada) (KOMATSU;
BURITI; SAAD, 2008).

Além disso, visando o publico adepto ao vegetarianismo, a soja aparece como um
substituto ideal para o consumo de produtos probidticos lacteos, promovendo a satde através

de caracteristicas nutricionais intrinsecas por meio da ingestdo do leite de soja, extrato soluvel
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de soja e sobremesa ndo fermentada vegetariana congelada (BEHRENS; ROIG; SILVA, 2004;
KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Champagne, Gardner ¢ Roy (2005) enumeraram outros produtos que vém sendo
estudados quanto ao seu potencial como veiculo de microrganismos probioticos, entre eles
destaca-se maionese, carnes, alimentos infantis, produtos de confeitaria, patés, extratos de
sementes vegetais, suco de pepino, produtos de peixe e kimchi (produto vegetal fermentado de
origem coreana).

A evolucdo acelerada dos conhecimentos cientificos sobre a atuagdo dos alimentos
probiodticos sobre a satide do hospedeiro certamente resulta na ampliacdo do leque de opcdes de
produtos probidticos disponiveis ao consumidor (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Assim sendo, o que se espera ¢ que as inovagoes resultem em produtos probidticos mais
diversificados que visem contribuir com a melhoria da satide do consumidor, como ¢ o caso da
proposta deste trabalho. Afinal, por que ndo, aliar um consumidor mais consciente e com estilo

de vida equilibrado e sua busca por alimentos funcionais, a predilecao nacional pela cerveja?

3.5 CERVEJA COMO ALIMENTO PROBIOTICO

Segundo o Decreto de Lei n°® 6.871, de 4 de junho de 2009; art. 36; "cerveja ¢ a bebida
obtida pela fermentagao alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua
potavel, por acdo da levedura, com adi¢ao de lapulo".

A cerveja ¢ considerada uma paixao nacional em diversos paises; vale ressaltar que no
Brasil, como paixdo nacional, ela s6 perde a "medalha de ouro" para o futebol. Segundo uma
pesquisa da Kantar IBOPE Media, ela ¢ a bebida preferida na hora de comemorar bons
momentos (64 %), conforme apresenta a pesquisa realizada pelo Ibope, no final do ano de 2013,
no Brasil.

E interessante acrescentar ainda que, como bebida mais consumida, a cerveja esta entre
as cinco primeiras, perdendo somente para a agua, o cha e o café. Assim ¢ facilmente verificavel
que a cerveja se encontra em primeiro lugar no ranking das bebidas alcodlicas mais consumidas
no mundo, seguida do vinho, do saqué e dos destilados (LARANJEIRA et al., 2007). Em 2008,
o Brasil era o nono maior consumidor de cerveja do mundo, com uma média de 47,6 litros/ano
por habitante (SIQUEIRA; BOLINE; MACEDO, 2008).

Para suprir essa enorme quantidade de consumo, ¢ necessario uma producdo/demanda

igualmente grande. Frente a isto, o ranking mundial de produgdo de cerveja, por volume no ano
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de 2008 constava, em primeiro lugar, a China produzindo 27 bilhdes de litros/ano, seguida pelos
Estados Unidos com 23,6 bilhoes de litros/ano, Alemanha com 10,5 bilhdes de litros/ano,
Russia com 9 bilhodes de litros/ano e, em quinto colocado, o Brasil produzindo 8,5 bilhdes de
litros/ano (SIQUEIRA; BOLINE; MACEDO, 2008).

As cervejarias fazem parte de um dos setores que mais crescem no Brasil,
correspondendo a 2 % do PIB nacional e 15% da industria, segundo estudo realizado em 2013
pela Fundagao Getulio Vargas. Por contribuir fortemente para o desenvolvimento econdémico e
social do Brasil favorece seu crescimento sustentavel (ARAUJO, 2001; CERVBRASIL, 2014;
FERRARI, 2008), sendo um dos setores mais relevantes da economia brasileira com
investimentos de R$ 17 bilhdes entre 2010 e 2013 e gerando cerca de 2,7 milhdes de empregos
no Brasil. Apenas nas regides Sul e Sudeste do Brasil existem mais de 200 micro cervejarias
instaladas, além de iniimeros produtores caseiros (CERVBRASIL, 2014; FERRARI, 2008;
MIGOWSKI; PUGLISESE, 2009; SANTOS; VARAVALLO, 2011).

De modo geral, as principais etapas da fabricacdo de cerveja sdo, na sequéncia:
malteagdao, moagem do malte, mosturagdo (adicao da agua e malte, alta temperatura e agitacao),
brassagem (extragdo dos agucares), fervura, resfriamento, fermentacdo, maturacao,
refermentagdo (primming), embalagem e pasteuriza¢do. Quando pronta, ela ¢ distribuida para
consumo. A Figura 2 apresenta um fluxograma geral e resumido das etapas de fabricagdo de
cerveja.

Os ingredientes por sua vez, foram padronizados pela Reinheitsgebot (lei de Pureza),
em 1516 na Alemanha, e sdo permitidos somente agua, malte, lupulo e levedura na sua
producdo. A agua ¢ tdo importante que, basicamente, define o local de instalagdo da cervejaria,
pois para cada litro de cerveja sdo utilizados entre 3 e 5 litros de agua, e representa 85% e 92%
da composicao da cerveja (D. JUNIOR et al., 2009).

O malte, de acordo com Resolugdo - CNNPA n° 12, de 1978, da ANVISA, ¢ definido
como "o produto resultante da germinacao e posterior dessecagdo do grao de cevada Hordeum
sativum ou de outros cereais" e € responsavel por coferir principalmente a cor da cerveja. Ja "o
lupulo (Humulus lupulus L.) é uma trepadeira perene, cujas flores fémeas apresentam grande
quantidade de resinas amargas e 6leos essenciais, 0os quais conferem a cerveja o sabor amargo
€ 0 aroma que caracterizam a bebida" segundo D. Junior et al. (2009, p.65) e Massambani et al.
(2009, p. 355). Por sua vez, a levedura, por meio da fermentacao produz etanol, dioxido de
carbono e outros compostos que ativam o aroma. Sdo esses subprodutos de fermentacdo que

distinguem um produto especifico cerveja de outro produto compativel (SMART, 2003).
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Figura 2 - Fluxograma geral das etapas de fabricacdo de cerveja
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Fonte: https://www.starkerfreshbeer.com/brewery/

As leveduras mais utilizadas em cervejaria sdo S. cerevisiae e Saccharomyces
pastorianus, sendo a S. cerevisiae uma levedura de alta fermentagdo, ou seja, a maior parte
desta etapa se produz na parte superior do fermentador e ¢ caracteristico das cervejas Ales; por
sua vez, S. pastorianus ¢ uma levedura de baixa fermentacdo, a qual é considerada de qualidade
se permanecer em suspensao durante a fase ativa da fermentagdo e entdo flocular e sedimentar,
caracterizando a fermentacao de cervejas tipo Lager (D. JUNIOR et al., 2009. PALMER, 2006).

Dessa forma, pode-se considerar que cepas de leveduras variam em suas propriedades,
consequentemente, variam também os sabores que estas conferem as cervejas, ainda que todas
realizem o mesmo trabalho de transformar agucar em alcool e gas carbonico, basicamente.
Palmer (2006) acrescenta ainda que, além do etanol e gas carbonico, a levedura produz outros
componentes como ésteres, alcoois superiores, cetonas, fenois e acidos graxos.

Compostos aromaticos desempenham importante papel no aroma e sabor de bebidas
alcoolicas derivadas de fermentagdes desempenhadas por leveduras e contribuem assim para a
aceitagdo ou ndo do produto pelo mercado consumidor. Esteres volateis, por exemplo, sdo
responsaveis pelo aroma frutado de bebidas fermentadas e consequentemente constituem um

grupo vital de compostos aromaticos desejaveis em cervejas (SOUZA, 2010).
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Sem pormenorizar, a principal via catabolica de agucar para leveduras ¢ a via glicolitica,
visto que ela opera em condi¢des tanto aerdbicas quanto anaerdbicas, detém 35 a 65% das
enzimas totais e € a via na qual 70 % dos actcares, hexoses exdgenas, sao assimilados (BRIGGS
etal., 2011).

O metabolismo fermentativo em meio propicio (contendo glicose e outros agucares
fermentédveis) acontece, independente se ha presenca ou nao de oxigénio, pois um fendomeno
chamado repressao da glicose inibe a expressao dos genes codificadores das vias puramente
oxidativas. Além disso, as enzimas responsaveis pela utilizagdo de fontes oxidativas de carbono
(etanol e glicerol) ndo sdo sintetizadas e consequentemente o desenvolvimento mitocondrial é
bloqueado (BRIGGS et al., 2011).

Por outro lado, se ha o esgotamento de glicose no meio, ha uma fase de retardamento
onde ocorrem mudangas no metabolismo — o que antes estava inibido e bloqueado, torna-se
ativo — para a adaptacao fenotipica. Desse modo, surge o fendmeno de crescimento bifasico, no
qual o metabolismo passa a ser tanto fermentativo (consumidor de glicose) quanto oxidativo
(consumidor de etanol). Isso resulta em um segundo periodo de crescimento utilizando um
substrato alternativo (BRIGGS et al., 2011).

Essa diferenciacdo estd relacionada a variacdes de ambiente que acarretam estresses
biologicos, quimicos e fisicos contra a levedura. Segundo Smart (2003), para cada tipo de
estresse que a levedura sofre, hd uma resposta. E esta varia de acordo com cada espécie. Os
principais tipos de estresse sdo a mutacdo génica, a presenca de etanol, o estresse fisico, o
estresse osmotico e o estresse oxidativo (todos causados durante a fermentagdo e manuseio da
levedura).

Como destacado anteriormente, a levedura mais utilizada na fabrica¢dao de cerveja ¢ a
S. cerevisiae. A partir dessa afirmacdo, tem-se a possibilidade de utilizar a S. boulardii na
fabricacdo de cerveja, visto que apesar das pequenas diferencas genéticas, metabdlicas e
fisiologicas, faz parte do mesmo género e, quando na auséncia de oxigénio fermenta
carboidratos, produzindo etanol e diéxido de carbono e subprodutos ao emergir a superficie do
liquido em alta temperatura (15-20 °C) (PALMER, 2006).

Por conseguinte, levando em consideragdo as caracteristicas ja citadas de S. boulardii,
procurou-se um estilo de cerveja que fosse compativel com a mesma, ou seja, uma Ale (alta
fermentagdo). A fermentagdo em cervejas Ale ocorre rapidamente e devido a alta temperatura,

ha maiores niveis de éster, proporcionando um sabor frutado (PALMER, 2006).
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Consequentemente, a fim de aproveitar essa caracteristica frutada, optou-se por produzir
uma cerveja tipo Pale Ale, sendo esta menos amarga que as demais, pois ¢ desenvolvida
principalmente com lapulo aromatico, o que da destaque aos sabores levemente frutados
derivados dos ésteres. Agrada tanto homens quanto mulheres e harmoniza muito bem com

comidas apimentadas devido a sensacao refrescante.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DE CEPAS DE Saccharomyces boulardii

A espécie em foco, S. boulardii foi obtida a partir do produto comercial (Floratil®,
Merck). Cada capsula de 200 mg contém cerca de 1 x 10° células de S. boulardii-17 na forma
liofilizada.

Para a producao do primeiro lote de cerveja, também foi utilizado S. cerevisiae obtida
comercialmente pelo nome Safale-S04 (Fermento Fermentis®). Cada saché de 11,5 g contém
cerca de 6 x 107 células grama™. A levedura S. cerevisiae foi adicionada devido ao potencial

fermentativo conhecido, visto que ¢ utilizado ha muito tempo na fabricagao de cerveja.

4.2 CERVEJA PALE ALE

Como descrito e elucido anteriormente, a partir da levedura selecionada para producao
de cerveja, o tipo de cerveja que se busca produzir com S. boulardii ¢ uma Pale Ale, teor
alcodlico 4,8% e International Biterness Unit (IBU, unidade internacional de amargor) 14, com
coloragdo ambar e alta fermentacao, puro malte, produzindo pouco colarinho devido a baixa
cabornatagdo. Oferece um sabor inigualavel, paladar seco e levemente frutado devido aos altos
niveis de ésteres, com destaque para seu amargor mais suave caracteristico do lapulo; 6tima

harmonizagdo com comidas apimentadas. Temperatura ideial de consumo entre 1 e 5 °C.

4.3 PROCESSO DE PRODUCAO ARTESANAL DA CERVEJA PROBIOTICA

Para elaboracdo das cervejas artesanais do primeiro (L-1) e segundo (L-2) lotes utilizou-
se a matéria prima descrita na Tabela 1, e o equipamento para produgao de cerveja artesanal
Biermatik®. Além disso, durante o processo de produgio, monitorou-se a densidade do liquido
e a concentragdo de aglcar no meio (°Brix), com um densimetro ¢ um refratometro,
respectivamente.

Previamente a produgdo das cervejas, o equipamento, as garrafas e as tampas foram

lavadas com 4gua e detergente e entdo sanitizadas com solucdo de iodo e alcool 70%.
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Tabela 1 - Matéria prima utilizada na fabricacdo de dois lotes de cervejas artesanais

Matéria prima Lote 1 (L-1) Lote 2 (L-2)
Agua potavel 30L 30L
Malte (cevada) 5kg 5kg
Lupulo aromatico g g
Fermento cervejeiro 60 % -
Saccharomyces boulardii 40 % 100 %
Agcar invertido (apds a fermentagio) ggL! ggL!

Fonte: do Autor (2016).

Na produgdo das cervejas encheu-se a maquina com 25 litros de agua. Ligou-se a
maquina e programou-se as temperaturas de acordo com os patamares de temperatura 6timos
para a agdo das enzimas (PALMER, 2006), conforme o grafico de patamares de temperatura

apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Patamares de temperatura para acdo das enzimas na quebra de agucares durante a producao das
cervejas.
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Fonte: do Autor (2016).

Inicialmente a dgua foi aquecida lentamente e, triturou-se os maltes em um moinho.
Para a brassagem foram adicionados na agua 5 kg de malte de cevada moidos. Uniformizou-se
a mistura. Encaixou-se o filtro e fixou-se a algca. Ligou-se a bomba de circulacdo, e a
temperatura de 43°C (primeiro patamar) da mostura foi alcangada com auxilio da resisténcia
elétrica.

Durante a brassagem, a temperatura foi aumentada e mantida seguindo o programado

no inicio do processo, conforme descreve o grafico ja apresentado na Figura 3. A cada 10
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minutos, desligou-se o motor e deixou-se o malte assentar, entdo ligou-se novamente para que
a agua voltasse a circular em outros pontos do malte, otimizando assim a extracao dos agucares.
A Biermatik® tem o sistema automatico para desligar e religar a bomba.

Ao final da brassagem, retirou-se o malte, mas mantéve-se a temperatura de 77 °C para
o processo de lavagem do substrato. Desse modo, evitou-se a migracdo de substincias
indesejaveis — taninos e polifendis que geram um sabor adstringente — para o liquido, obtendo-
se maior eficiéncia na lavagem. Com auxilio de uma jarra de vidro retirou-se o liquido e lavou-
se o0 malte preso entre os filtros da maquina.

O liquido que ficou no recipiente da maquina foi aquecido a temperatura média de 92
°C e assim permaneceu por uma hora. Durante este periodo, adicionou-se 90 g de lupulo
aromatico.

Apos o processo de fervura do mosto, fez-se movimentos centrifugos para decantagdo
dos sedimentos. Entdo resfriou-se o mosto rapidamente com serpentina, a fim de evitar
contaminag¢do por microorganismos e¢ formagao de dimetil sulfeto (o qual apresenta um aroma
associado a milho verde, legumes cozidos e a frutos do mar). Em seguida, transferiu-se a cerveja
artesanal para o tanque de fermentacao.

Com o tanque de fermentagdo completado com cerca de 20 L, misturou-se o fermento
cervejeiro liofilizado e S. boulardii liotilizada; ndo foi feito o calculo de indculo. Colocou-se a
tampa no recipiente ¢ deixou-se em repouso fermentando em geladeira com controlador de
temperatura ajustado para 18 °C, durante 10 dias em local com baixa luminosidade.

Ap6s o periodo de fermentagdo, a cerveja foi mantida no tanque de fermentacdo por
mais dez dias, a temperatura de 0 °C, sendo esta etapa chamada de maturagdo. Terminada a
maturagio, foi adicionado nas garrafas Aambar um primming (glicose 8 g L"), para que ocorre-
se uma segunda fermentagao da cerveja na garrafa. As garrafas foram posicionadas em pé e
preencheu-se até o inicio da curva do gargalo com o auxilio de uma mangueira, com um
dispositivo na ponta que so libera a passagem do liquido quando apoiado no fundo da garrafa,
o que ¢ essencial para ndo haver contato com o ar (oxidag@o) quando a cerveja ¢ envasada.

Para a refermentagdo, as garrafas foram armazenadas de pé em pequeno comodo com
pouca luminosidade, em temperatura ambiente durante 10 dias. Apds este prazo, as cervejas
foram separadas em dois grupos, sendo um deles armazenado em temperatura ambiente,
enquanto outro foi armazenado em geladeira, e entdo, foram levados para analise conforme

cronograma da analise microbiologica.
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As etapas do processo de produgdo da cerveja artesanal ja descritas estdo apresentadas

em forma de fluxograma na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma das etapas do processo de producdo da cerveja artesanal: a. moagem do malte; b. malte
moido; c. adigdo de agua; d. adi¢do do malte; e. homogeinizagao; f. malte e agua, liga a bomba; g. movimentagéo
da dgua com a bomba de agitacdo e aquecimento ligados; h. cor do mosto apos o ciclo de extragdo dos agucares;
1. retirada do malte apos a extracdo dos agucares; j. liquido para lavagem do malte; k. lavagem do malte; 1. adigdo
do lapulo; m. fervura; n. resfriamento; o. transferéncia para o fermentador; p. fermentador; q. formagéo de
bolhas de CO2, indicador de fermentacdo; r. adicdo de primming nas garrafas ja higienizadas; s. adicdo do
liquido nas garrafas; t. cerveja pronta.

Fonte: do Autor (2017).
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4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As amostras das cervejas artesanais produzidas foram avaliadas no laboratorio da
empresa Levteck Tecnologia Viva Ltda., localizado na cidade de Florianopolis, Santa Catarina.
As varidveis analisadas foram: extrato primitivo, extrato real, extrato aparente, teor alcdolico,
grau aparente de fermentagao, cor e pH.

A determinacdo laboratorial envolve primeiramente a descarbonatacao da cerveja, onde
100 mL da amostra foi transferida para um bequer, vedada com papel aluminio e colocada em
um agitador magnético, permanecendo até a descarbonatacdo da amostra. Em seguida, foi
realizada a filtracdo a vacuo de uma parte da amostra, a qual passou por uma membrana de
0,2um — esta etapa foi realizada pelo fato da turbidez presente causar erros da leitura. A partir
deste ponto, as analises foram realizadas pela leitura direta nos equipamentos especificos.

Para as analises de extrato primitivo, extrato real, extrato aparente, teor alcoolico e grau
aparente de fermentacao utilizou-se o equipamento Alex 500 (marca Anton Paar GmbH), o qual
simultaneamente usa o método NIR (near-infrared) para a quantificagdo de alcool e a densidade
da amostra pelo método de oscilagao no tubo em U.

O Espectrofotometro de luz visivel (modelo 721G, marca Global Trade Technology) foi
utilizado para determinacdo da cor, por meio da leitura de absorbancia da amostra no
comprimento de onda de 430 nm. A cor foi expressa em unidade EBC (European Brewery
Convention).

O pH das amostras foi medido por leitura direta pelo eletrodo do pHmetro de bancada

da marca HANNA, modelo HI-2211.

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

A analise microbiologica do potencial probiodtico da cerveja foi realizada no laboratorio
da empresa Levteck Tecnologia Viva, localizado na cidade de Florianépolis, Santa Catarina.
Esta analise visa a diferenciac@o das leveduras, bem como da quantificacao de S. boulardii para
avaliag¢do do potencial probiodtico da bebida obtida. Para tanto, foram realizadas analises a partir

do cultivo das leveduras.
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4.5.1 Diferenciacio das cepas

Visto que foram utilizadas duas espécies de leveduras na fabrica¢do do L-1, realizou-se
alguns testes a fim de verificar a possibilidade de distinguir quais coldnias pertenciam a S.
cerevisiae e a S. boulardii, condicdo essencial para avaliar o potencial probiodtico da bebida,
que seria dado pela contagem de S. boulardii.

Para isso, avaliou-se as caracteristicas macro (cor, forma, elevacdo, margem, brilho e
textura das coldnias) e micromorfoldgicas, quando crescidas em dgar Tecklev, por 48 horas a
30 °C. A micromorfologia foi analisada por meio da técnica de esfregago a fresco, na qual
retirou-se com uma al¢a flambada, uma por¢ao do crescimento da levedura e suspendeu-se-a
em uma gota de solu¢do solina em uma lamina, cobriu-se com a laminula e observou-se ao
microscopio sob aumento de 40x.

O meio Tecklev foi desenvolvido para a recuperacdo de leveduras cervejeiras e
leveduras contaminantes do processo, uma vez que, apds procedimentos de Clean in Place
(CIP), a carga de microrganismos selvagens presentes pode alterar a cor do meio de verde para
amarelo devido a producgdo de 4cidos. De acordo com os diferentes padroes de metabolizacao
do corante indicador de pH, leveduras cervejeiras crescerdo exibindo colonias de cores
diferenciadas de leveduras selvagens. O crescimento de bactérias € inibido no meio Tecklev.

Outro método empregado foi a inoculagdo das leveduras no meio Tecklev, nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente, apenas com o diferencial de acidifcar o meio com acido
fosforico 2 M (pH 4,0) visto que varios autores sugerem a resisténcia ao acido como uma

diferenca entre elas, na qual esperava-se obter apenas o crescimento de S. boulardii.

4.5.2 Quantificacdo de UFC de Saccharomyces boulardii na cerveja do L-2 para avaliaciao

do potencial probiotico da bebida produzida

Na cerveja do L-2, a qual foi produzida utilizando-se apenas o indculo de S. boulardii,
foi realizada a quantificagdo de células viaveis, com a finalidade de confirmar se a cerveja
produzida tem a quantidade minima de leveduras necessarias para ser considerada um
probidtico, ou seja, 108 UFC. Para contagem utilizou-se o meio de cultura Tecklev, preparado
de acordo com as especificacdes do fabricante.

Primeiramente, homogeneizou-se a cerveja para que as leveduras ficassem em

suspensdo e realizou-se a diluigdo seriada das amostras em série de 10! até 10 em solugio
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salina (0,9 %). Em seguida, 100 pL de todas as dilui¢cdes foram plaqueadas em superficie do
meio Tecklev, em duplicata, e posteriormente incubadas em estufa a 30°C, sendo o tempo
determinado pelo crescimento de levedura no meio de cultura.

Repetiu-se esse procedimento em 15, 30, 45 e 60 dias apds o término da fabricagdo da
cerveja, com o propodsito de avaliar a vida de prateleira do produto, mantendo o potencial
probidtico da cerveja. Essa avaliagcdo foi realizada para a cerveja armazenada em local seco e
arejado, ao abrigo de luz, a temperatura ambiente (25 °C) e a temperatura de refrigeracao (4

°Q).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Com o objetivo de avaliar o potencial da fermentacdo da S. boulardii, a receita e o
procedimento para a fabricagdo de ambas foi a mesma, com excecdo da levedura. No L-1
adicionou-se duas leveduras distintas, S. cerevisiae pelo seu potencial fermentativo conhecido
e S. boulardii devido seu potencial efeito probidtico, enquanto no L-2 foi adicionado somente
S. boulardii como agente fermentativo.

Por consequéncia, as amostras de cervejas do L-1 e L-2 apresentaram diferengas em
todos os parametros avaliados (Tabela 2). Isso se deve, naturalmente, as diferengas genéticas,
metabolicas e fisioldgicas entre as duas cepas de Saccharomyces, principalmente quando leva-
se em consideracdo as caracteristicas cervejeiras das leveduras. A levedura S. cerevisiae
apresenta floculagdo — sedimentacdo ao término da fermentacdo — média e grau aparente de
fermentag¢do — quantidade de agtcar convertida em CO; e dlcool — alto (73 a 78%); enquanto a
S. boulardii apresentou, na pratica, floculacdo e grau aparente de fermentacdo baixos (65 a
70%) (LEVTECK, 2017).

No L-1, com o uso da S. cerevisiae junto a S. boulardii, ocorreu um maior consumo dos
agucares, o que resultou em um alto grau de fermentagao aparente, como resultado do consumo
de agucares, um alta producao de alcool; devido a floculagao média de S. cerevisiae, o extrato
aparente foi mais baixo que em L-2, porém, ainda apresentou-se como uma cerveja encorpada.

Por sua vez, no L-2, a cerveja de S. boulardii apresentou grau de fermentagao aparente
menor que em L-1, por conseguinte, menor teor alcodlico; o extrato aparente foi maoir que o
apresentado pela cerveja do L-1, visto a baixa floculacdo de S. boulardii e a presenga de
leveduras em suspencao. Por isso, obteve-se uma cerveja muito encorpada e bem turva, visto a
baixa floculagdo e presenca de leveduras.

A respeito da cor e aparénia, a maior intensidade de cor tem origem em maltes especiais,
utilizados em pequenas fragdes, proporcionando cores, sabores e aromas singulares com o
objetivo de transmitir caracteres para cervejas. No presente trabalho, ainda que a cor tenha
apresentado uma grande diferenca analitica entre as duas cervejas, ambas sdo classificadas

como cervejas claras.
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Tabela 2 — Resultados das analises fisico-quimicas da cerveja probidtica, tipo Pale Ale, produzida artesanalmente,
com mistura de leveduras S. cerevisiae e S. boulardii (L-1) e somente S. boulardii (L-2); realizadas na empresa
Levteck Tecnologia Viva, em Floriandpolis, Santa Catarina.

Caracteristicas L-1 L-2
Extrato primitivo (%v/v) 12,66 13,10
Extrato real (%v/v) 2,76 5,67
Extrato aparente (%v/v) 3,99 4,68
Grau aparente de fermentagao (%) 78,3 69,19
Teor alcodlico (%ov/v) 5,32+0,04 4,88+0,06
Cor EBC 10,5 4,3
pH 4,15 4,41

Apesar das diferengas fisico-quimicas dos L-1 e L-2 ressaltadas anteriormente, a
classificagdo de ambas cervejas foi a mesma, ou seja, quanto ao extrato primitivo em cerveja
extra (12 a 14 %), quanto a cor em cerveja clara (<20 unidades EBC), com alcool (>0,5 %),
puro malte e de alta fermentacdo. Todavia, ainda que o teor alcodlico em L-2 (4,88+0,06 %v/v)
ficou menor que L-1 (5,32+0,04 %v/v), o ideal seria uma cerveja sem alcool ou com teor
alcodlico <2,0 %. Além disso, L-2 foi produzida somente com S. bouladii como agente
fermentador.

Essa classificagao foi dada baseada na IN 54/2001 — MAPA (Brasil, 2001), onde
classifica-se as cervejas baseando-se em cinco itens principais: quanto ao extrato primitivo,
como leve (5 a 10,5 v/v), cerveja (10,5 a 12 %v/v), extra (12 a 14 %v/v) ou forte (>14 %v/v);
quanto a cor, ¢ considerada clara (até 20 unidades EBC) ou escura (>20 unidades EBC);
quantidade de alcool presente a classifica como uma cerveja sem alcool (<0,5 %v/v) e com
alcool (>0,5 %v/v); quanto a origem do malte em cerveja puro malte (100 % malte de cevada),
cerveja (>50% malte de cevada) ou cerveja com nome do grao predominante (<20 % malte de
cevada); e quanto a fermentagdo em cerveja de alta fermentagao (levedura na superficie), baixa
fermentagao (levedura depositam-se no fundo) ou fermentagao espontanea (leveduras selvagens
presentes no ambiente).

Visto que foi atingido o objetivo e a qualidade da cerveja quando se utiliza s6 S.
boulardii ¢ mantida, complementarmente, sugere-se uma melhoria, principalmente em relagao
aos aspectos fisico quimicos das cervejas produzidas durante o trabalho: reduzir o teor
alcodlico, tendo em vista o grande niimero de pessoas que apreciam cerveja, € a grande
preocupagdo com o valor energético em prol de uma vida mais saudavel, bem como da

preservagao e viabilidade da levedura probiodtica.

5.2 ANALISE MICROBIOLOGICA
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5.2.1 Diferenciacao das espécies de Saccharomyces

Conforme elucidado anteriormente, as leveduras S. cerevisiae e S. boulardii sdo
similares entre si, no entato, autores como Fietto et al. (2004) e McFarland (1996) apontam
diferengas entre elas: a temperatura 6tima de crescimento para a S. boulardii € 37 °C e 30 °C
para a S. cerevisiae. Outra carateristica da S. boulardii é sua resisténcia em meios acidos. Além
disso, S. boulardii ndo utiliza galactose como fonte de carbono, enquanto a S. cerevisiae sim.
S. cerevisiae ¢ esporogénica e a S. boulardii é asporogénica, ainda que seja capaz de produzir
hibridos com a S. cerevisiae. Por isso, realizou-se as técnicas diferenciagdo das cepas, no
entanto, os resultados foram desfavoraveis e nao foi possivel diferencia-las.

As caracteristicas macromorfologicas analisadas, de ambas leveduras, apresentaram-se
iguais (Figura 5): cor cinza esbranquicado, forma circular, elevagdo convexa, margem inteira e
bem delimitada, sem brilho e textura cremosa. J4 a micromorfologia apresentou leveduras
pequenas isoladas ou multilaterais, algumas em gemulagdo com pseudohifas curtas, formato
circular ou levemente oval, para ambas espécies de Saccharomyces, ainda que a Figura 6

apresente somente S. boulardii.

Figura 5 - Caracteristicas macromorfologicas de S. cerevisiae
(metade superior) e S. boulardii (metade inferior) quando em
meio Tecklev, apds incubagdo de 48 horas a 30 °C.

Ry - -
Fonte: do Autor (2017).

Para ser considerado probidtico, o microrganismo deve sobreviver e ser estavel frente a
acidez estomacal ¢ a bile. Por esta razao, realizou-se o ensaio com adi¢do de acido fosfoérico,
avaliou-se apenas o crescimento no meio acidificado, no qual ambas leveduras cresceram no

meio de cultura. Isto deve-se, possivelmente, ao pH nao ter sido tdo baixo quanto o do ambiente
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gastrico (pH 2,0), o qual provoca um estresse severo e, na maioria dos casos, letal para a maioria

dos microrganismos (FIETTO et al. ,2004).

Figura 6 — Setas fechadas apontam as células leveduriformes da S.
boulardii ao microscopio sob aumento de 40x. E possivel observar
leveduras pequenas, isoJadas, em formato circular e levemente oval.

Fonte: do Autor (2017).

O principal motivo de utilizar a S. boulardii para producao de cerveja em vez da S.
cerevisiae neste trabalho, € por esta ser um probiotico humano comprovado e usado ha décadas,
apresentando resultados positivos e seguros em suas aplicagdes, enquanto S. cerevisiae nao

apresenta a mesma fungao probiodtica em seres humanos.

5.2.2 Avaliacao do potencial probiético de Saccharomyces boulardii produzida em L-2 pela

quantificacio de células viaveis

Pelo fato da nao possibilidade, pelas técnicas empregadas, de diferenciagdo entre as
leveduras, optou-se por realizar a quantificagdo de coldnias somente na cerveja do L-2, com
100% de S. boulardii.

Para a andlise microbiologica do potencial probidtico da cerveja, inicialmente
quantificou-se o numero de coldnias presentes no L-2 da cerveja em 15, 30, 45 e 60 dias apds
o término da fabricacdo da cerveja, para ambos os grupos de cervejas armazenadas em

temperatura ambiente e refrigeragdo (Figura 8).
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Através da diluigdo seriada, primeiramente, obteve-se os resultados da contade de S.
boulardii em UFC mL™!, com aumento das contagens até o 45° dia e estabilizacdo da populacio
apos esse periodo (Figura 8). Quando considera-se apenas 1 mL da bebida produzida, a carga
de levedura presente ¢ inferior ao estipulado pela ANVISA para ser considerada uma bebida

probidtica.

Figura 7 - Numero de UFC mL™! de S. boulardii presentes no L-2 de cerveja, armazenadas em temperatura
ambiente (T° ambiente) e refrigeracdo (T° refrigeragdo), no decorrer de 60 dias ap6s o término da fabricagdo da
cerveja (refermentagdo), sendo o ponto zero o indculo na fermentagao.
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Fonte: do Autor (2017).

No entanto, ressalta-se que uma dose diaria de cerveja corresponde a uma lata ou garrafa
pequena (300 mL) de cerveja (RIQUE; SOARES; MEIRELES; 2002). Desse modo,
multiplicou-se os resultados obtidos por 300, para obter os resultados referentes a uma dose,
indicada para consumo diario de cervja bem como de probiotico. Logo, os resultados foram
ajustados para UFC 300mL™"' (Figura 9).

Tendo em mente que o propdsito dessas andlises ¢ avaliar e confirmar se a cerveja
produzida tem a quantidade minima de leveduras necessarias para ser considerada um
probiodtico — minimo de 108 a 10° UFC dia™!, segundo a ANVISA (2008) — que pode-se, face ao
que foi exposto, validar a cerveja produzida como probidtica.

Outro atributo que pode ser analisado a partir dos resultados obtidos ¢ a vida de

prateleira da cerveja, mantendo a sua carateristica probidtica. A qual, conforme os resultados
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apresentados, demonstra contagens de S. boulardii >10% UFC 300 mL™!, mesmo 60 dias apos o

término do processo de fabricacao (fermentagdo em garrafa).

Figura 8 - Ntimero de UFC 300 mL"! de S. boulardii presentes no L-2 de cerveja, armazenadas em temperatura
ambiente (T° ambiente) e refrigeracdo (T° refrigeracdo), no decorrer de 60 dias apds o término da fabricagdo da
cerveja (refermentacdo), sendo o ponto zero o indculo na fermentagio
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Fonte: do Autor (2017).

Hé que se apontar também, para o fato que houve um aumento na contagem de leveduras
tanto na cerveja armazenada a temperatura ambiente quanto na cervja refrigerada até os 45 dias
de armazenamento, apds esse periodo ocorreu a estabilizagdo no numero de células
leveduriformes, em ambas as amostras.

Essa caracteristica devem-se ao fato que, devido ao baixo grau de fermentacao de S.
boulardii durante a fermentacdo, na cerveja pronta, ainda resta uma concentracdo de agucar,
substrato suficiente para o continuo crescimento celular e manutencao da vida da levedura.
Posteriormente, conforme diminui a disponibilidade de nutriente, decresce o numero de células.

No trabalho, ndo foi possivel mensurar quanto tempo dura a fase estacionaria e apds
quanto tempo comega a fase de declinio, a fim de determinar a vida de prateleira da cerveja,
tendo como ponto central, sua fungdo probiodtica. Sugere-se entdo, para o proximo trabalho,
realizar andlises em um periodo maior de tempo, levando também em consideragdo a

manutengao das caracteristicas organolépticas do produto. Também sugere-se melhoria quanto
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ao calculo de indculo, a fim de obter S.boulardii >10% UFC 300 mL™! logo ap6s o término da
fabricagdo da cerveja (refermentacao).

A partir dos obtidos resultados pode-se afirmar que S. boulardii foi efetiva no processo
fermentativo para produ¢do de uma cerveja tipo Pale Ale e, pela contagem de células vidveis
apds a producdo da cerveja, que a mesma possui potencial probidtico. Além disso, pela
contagem de células vidveis manter-se estavel a temperatura ambiente, ndo ¢ necessario manter
a cerveja em temperatura refrigerada desde o inicio, valendo-se do frio como biostatico, o que
facilita a sua distribuicao e comercializa¢do sem perda de funcionalidade.

Nao foram analisados os efeitos causados pela ingestdo moderada da cerveja probiotica
no organismo do consumidor. No entanto, com base no que foi exposto das caracteristicas
benéficas dos probiodticos, bem como do consumo moderado e apreciado da cerveja pela
populacdo, a produgdo de uma cerveja probidtica ¢ uma tecnologia inovadora, podendo tornar-
se uma alternativa benéfica para a saide humana.

Visto que o tema de desenvolvimento de novos produtos probidticos e a busca por
alimentos mais saudaveis ¢ de grande relevancia, sugere-se mais pesquisas relacionadas a
produgdo de cerveja probiotica e futuramente, sua comercializagdo; bem como, efeitos no
organismo de quem consome a cerveja probidtica regularmente € com moderagdo; e ainda, a

busca de outras leveduras com potencial probidtico.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel utilizar Saccharomyces boulardii na producdo de cerveja, como
fermentador e agente probiotico de uma bebiba funcional, obtendo-se uma bebida de qualidade
e probiotica.

Foram produzidas duas cervejas tipo Pale Ale, uma com mistura de S. cerevisiae € S.
boulardii e outra somente com S. boulardii como agente fermentador.

Nao foi possivel diferenciar S. boulardii de S. cerevisiae apds o processo de producdo
de cerveja probidtica, pelas técnicas empregadas, uma vez que as leveduras ndo apresentam
diferencas micro e macroformologicas perceptiveis, nem mesmo sele¢ao a partir do cultivo em
meio acidificado, descrito como possibilidade na literatura consultada.

A validacdo da qualidade das cervejas foi realizada através de andlises fisico quimicas,
nas quais ainda foi possivel classifica-las como cervejas extra, de cor clara, com alcool >5 %v/v,
puro malte e de alta fermentacao.

Pode-se concluir ainda que a cerveja produzida com S. boulardii pode ser classificada
como produto probidtico, visto que contém >10® UFC 300 mL"!, quantificacio de células
viaveis superir a0 minimo estipulado pela ANVISA (1 x 10® UFC dia™). Para a cerveja com
mistura S. boulardii e S. cerevisiae nao foi possivel fazer a mesma afirmacao, visto que nao foi

possivel diferenciar as leveduras nas analises realizadas.
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