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Resumo. Este artigo visa comprovar a eficiéncia da agdo bactericida do
Cloridrato de Polihexametileno Biguanida (PHMB), na desinfeccdo de
industrias cervejeiras bem como verificar seu custo beneficio. Para tal,
utilizou-se o produto Biguatin 400 (que contém 4% do principio ativo) em
diferentes concentragoes nos tanques de fermentacdo de uma planta piloto de
cervejaria, seguido de andlise microbiologica. Ao final disto, avaliaram-se os
resultados que mostraram o grau de eficiéncia do principio ativo.

1 Introducao

z

"A higienizacdo é uma das maiores preocupacdes dos cervejeiros. O seu objetivo €
eliminar ou, pelo menos, reduzir a niveis aceitdveis a quantidade de bactérias e outros
contaminantes presentes no equipamento e utensilios utilizados no processo de
producdo de cerveja.” [COSTA, E . 2008]

A utilizacdo de antimicrobianos nas formulacOes de sanitizantes e desinfetantes €
essencial para a manutencdo de altos niveis de padrdes de higiene. Estes
antimicrobianos sdo particularmente importantes em ambientes de alto risco de
contaminacdo, tais como industrias de processamento de alimentos e hospitais.

Nos ultimos anos a necessidade de um antimicrobiano efetivo para ser utilizado nestes
ambientes tem sido altamente importante e extensivamente estudada. Seguindo esta
linha, o grupo das biguanidas vem sendo estudado como um potencial e versatil
antimicrobiano desde 1879. [FRANZIN, M. 2005]

Como exemplos primdrios destas biguanidas temos Clorexidina que é uma biguanida
monomérica e a bis(biguanida) ou biguanida polimérica.

1.1 Problema

Microrganismos contaminantes podem competir com as leveduras pelos nutrientes,
neste caso os agucares presentes no mosto, limitando assim a atividade fermentativa das
mesmas.

Da atividade destes microrganismos indesejaveis resultam também alguns produtos
secunddrios que irdo conferir a cerveja gostos e aromas indesejaveis, sendo as bactérias
l4ticas o grupo mais comum. Estas sdo responsdveis pelo desenvolvimento de gosto e
aroma estranhos ao produto, devido a intensa producao de acido l4tico.

Os sanitizantes utilizados atualmente, ndao possuem atuacao muito eficiente sobre certos
tipos de microorganismos, o que compromete a qualidade de muitas cervejas.

59



Seria a utilizagdo do PHMB a solu¢@o mais eficiente contra as bactérias laticas e demais
contaminantes?

1.2 Hipdétese

O espectro de atuacdo do PHMB sobre microorganismos ¢ muito maior e mais eficiente
do que qualquer outro sanitizante, tendo um custo/beneficio maior. Sendo assim
acredita-se numa eficiéncia mdxima de atuacdo do PHMB sobre as bactérias laticas e
demais contaminantes [FRANZIN, M. 2005].

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

A presente pesquisa visa comparar a eficiéncia do processo de sanitizacdo de todos os
equipamentos envolvidos na fabricacdo/transporte de mosto/cerveja, mediante utiliza¢ao
de um principio ativo especifico (PHMB).

2.2 Objetivo especifico

Promover através de experimentos praticos, a otimizac¢io do processo de sanitizacdo em
inddstrias cervejeiras e seus respectivos custo/beneficios.

3 Revisao da Literatura

“De nada vale utilizar os melhores ingredientes, o melhor equipamento, a melhor receita
se descuidamos de uma etapa tdo importante como € a higienizagao!” [COSTA, E.,
2008].

Para COSTA (2008) deve-se ter a preocupacdo em reduzir a contaminagdo das
cervejarias a niveis aceitdveis. Para tanto, procedeu-se uma limpeza com d&dgua e
detergente com auxilio de esponja. Para a desinfec¢do foram utilizados produtos a base
de 4cidos, bases, cloro, iodo, etc. Além disso, utilizou-se hidréxido de sédio que
garantiu uma eficiente desinfec¢ao.

Para FRANZIN (2005) também deve-se ter a preocupacao em reduzir a niveis aceitaveis
(tendendo a zero), a contamina¢do microbiana de equipamentos, tubulacdes e utensilios
que sao utilizados em industrias alimenticias, que possam vir a alterar o produto em
qualquer uma de suas caracteristicas sensoriais. Para tal, utilizou-se o PHMB
(Cloridrato de Polihexametileno Biguanida) em comparagdo com outros desinfetantes,
onde este mostrou maior eficiéncia do PHMB sobre os demais.

KUNZE, W., apresenta variacdes quanto a concentracdo e tempo de circulacdo de
detergentes e desinfetantes, de acordo com o tipo de cerveja a ser fabricada e material
dos equipamentos e utensilios utilizados no processo.

Os produtos de desinfeccdo buscam, basicamente, a eliminacdo dos microorganismos
que podem contaminar uma planta de cervejaria. “O conhecimento sobre o tipo de
problema que se deseja eliminar € fundamental para o sucesso do procedimento.
[TSCHOPE, E.C., 2001]”. A flora contaminante numa cervejaria €, principalmente,
composta por bactérias laticas e leveduras selvagens.

Os principais produtos de desinfec¢do utilizados sdo produtos a base de:
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e (Cloro;
¢ Acido peracético;

e (Quaternario de amonia (banhos de imersdo);
Hoje os produtos mais utilizados em processos CIP (clean-in-place) numa cervejaria sdo
aqueles a base de acido peracético em virtude de:

¢ Amplo espectro de atuacdo;

® Formagdo de produtos residuais compativeis com a cerveja (dcido acético e
0x1genio);
e Naio necessidade do enxdgiie final.

As principais classes de microorganismos alteradores da cerveja sdo: bactérias dcido
l4ticas, bactérias acéticas, anaerébias gram negativas, enterobacteriaceae, leveduras
selvagens, Zymomonas mobilis.

3.1 Bactérias

Sao agentes deteriorantes comuns em cerveja. Sio comumente divididas nas categorias
gram positivas e gram negativas. As bactérias gram positivas, que trazem 0s maiores
problemas para a cerveja, sdo as bactérias laticas pertencentes aos géneros Lactobacillus
e Pediococcus, sendo que pelo menos 10 espécies de lactobacilos podem causar danos a
esse produto. Os lactobacilos cervejeiros sao heterofermentativos e homofermentativos
e produzem &cido lético e acético, diéxido de carbono, etanol e glicerol como produtos
finais, com algumas espécies também produzindo diacetil. Os Pediococos sao
homofermentativos e possuem 6 espécies identificadas, mas a espécie predominante
econtrada na cerveja € Pediococcus damnosus, sendo sua infec¢do caracterizada pela
formacdo de diacetil. Entre as bactérias gram negativas que causam danos a cerveja
incluem-se as Bactérias acéticas (Acetobacter, Gluconobacter), € certos membros da
familia das enterobactérias (Escherichia, Aerobacter, Klebsiella, Citrobacter,
Obesumbacterium), como também Zymomonas, Pectinatus e Megasphaera
[VENTURINI Filho, W. G., 2005].

3.2 Leveduras selvagens

Afetam a velocidade de fermentacdo, atenuacdo final, floculacdo e paladar do produto
final.

3.3 A espécie nao cervejeira

Pode ocorrer producdo de produtos off flavor, semelhantes aos produzidos pelas
bactérias.

3.4 PHMB - Mecanismo de Acao

De acordo com FRANZIN (2005), para entendimento do mecanismo de acdo do PHMB
¢ importante conhecer a estrutura celular de bactérias Gram-negativas, associando os
varios componentes bioquimicos que as compdem.

A membrana externa ocorre somente nas espécies Gram-negativas, tais como,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa servindo como uma protecdo extra da
membrana citoplasmaética contra o ataque de toxinas, tornando mais dificil a acdo de
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antimicrobianos dificultando a sua penetracdo na célula bacteriana. Abaixo desta “capa”
e ligada a ela, estd a parede celular responsavel por garantir a integridade da estrutura
celular evitando que a alta pressao osmdtica interna provoque danos a célula.

Seguindo mais para o interior da célula, temos a membrana citoplasmatica ligada a
parede celular e totalmente em contato com o citoplasma. A membrana citoplasmatica
possui diferentes propriedades, tais como, permeabilidade seletiva que garante a
presenca de diversos tipos de proteinas, as quais estdo embebidas em fosfolipideos que
formam a membrana. Além disso a membrama citoplasmatica é responsdvel em manter
as concentracdes citoplasmaticas dos fons que sdo transportados eletronicamente para
dentro da célula devido as alteracdes de pH e potencial dos variados tipos “capas” ou
“membranas” (fig. 3).

O mecanismo de acio do PHMB vem sendo estudado por vérios cientistas ao longo de
décadas. Baseado no trabalho destes cientistas, a seqii€ncia bactericida proposta pela
Imperial Chemical Industries [ICI, 1986] come¢a com uma rdpida atracio do PHMB
cationico na superficie bacteriana negativamente carregada provocando uma falha no
mecanismo de defesa da célula e a ruptura da parede da célula. O PHMB entao € atraido
para a membrana citoplasmatica, onde causa a perda de substincias de baixo peso
molecular, tais como fons de Potassio, Calcio e a inibi¢do de enzimas responsaveis pela
unido da membrana, tais como o ATPase. A grande ruptura subsequente da membrana
citoplasmdtica pode entdo levar a perda de substincias macromoleculares (ex.
Nucleotideos) e a preciptacdo das substancias celulares.

NH +

Pt

Figura 2: Clorexidina
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Figura 3: Mecanismo de acao do polihexametileno biguanida (PHMB).

a) membrana citoplasmdtica bacteriana conforme modelo do ‘“Mosaico fluido”
estabilizado por fons de Ca e mistura de fosfolipideos (Figura 4).

Figura 4

b) o PHMB sobre a superficie de cations, ligada aos fosfolipideos, causa mudanga na
estrutura (figura5).

c) o PHMB induz a separacdo da camada de fosfolipideos, efeitos concentrados na area
da protefna integral ; causa aumento da permeabilidade da membrana, fluxo de K+ e
perda da funcdo da membrana (Figura 6)

63



Figura 6

d) Ruptura extensiva da membrana citoplasmdtica com vazamento dos componentes
macromoleculares e precipitagdo do conteddo celular

3.5 Aplicacoes

O PHMB vem sendo estudado a décadas [ROSENTHAL et al, 1982] como ingrediente
ativo em formulacdes de desinfetantes para industrias alimenticias, possuindo uma
excelente atividade no controle de microrganismos patogénicos, tais como, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosas bem como endoesporos de
bactérias termoresistentes (Bacillus sp.). “Seu amplo espectro de acdo na presenga de
matéria organica (leite, sangue, albumina, etc) aliado a baixa toxicidade em mamiferos,
baixa corrosividade e formacdo de espuma garantem ao PHMB um melhor custo
beneficio quando comparado aos tradicionais desinfetantes a base de quaterndrio de
amonio.” [FRANZIN, M. 2005]

Desinfetantes contendo PHMB podem ser utilizados na desinfeccdo de equipamentos,
pisos, paredes em sistemas abertos ou CIP (clean-in-place) através de aplicagdo manual,
imersdo ou recirculacdo seguida de enxdgiie com dgua potdvel conforme “Resolugdo
211/MS/ANVS, de 18 de Junho de 1999 publicada no D. O. U em 26 de Junho de
1999”.

A boa performance do PHMB como ingrediente ativo em desinfetantes para industrias
alimenticias quando comparado com outros ativos, pode ser evidenciado através dos
resultados obtidos em testes realizados com base em protocolos aceitos pela
Comunidade Européia sobre condicdes de uso especifico. [FRANZIN, M. 2005]

3.5.1 PHMB - Formulando Desinfetantes

Como o PHMB possui um cardter cationico, as formulacdes de desinfetantes devem
seguir as mesmas orientacdes utilizadas quando do uso de quaternarios de amonio.

No entanto dependo da aplicagdo final, uma grande variedade de surfactantes ndo
i0nicos, co-solventes, espessantes e agentes sequestrantes, poderdo ser utilizados
garantindo um sinergismo da formulagdo contendo baixas concentracdes de PHMB e
conseqiientemente obtendo-se um melhor custo beneficio. [FRANZIN, M. 2005]

De acordo com FRANZIN (2005), a alta solubilidade do PHMB em 4gua permite
formulacdes limpidas e transparentes mesmo em condicOes extremamente alcalinas ou
acidas desde que observadas algumas orientagdes bdsicas. Desinfetantes dcidos e
alcalinos (pH entre 4 a 13) transparentes podem ser obtidos com a utiliza¢do de diversos
tipos de 4cidos e bases desde que respeitando alguns procedimentos de adi¢do.
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Em situagdes onde a aparéncia da superficie apds a desinfec¢do € um fator determinante
e importante (catering, restaurantes, banheiros, cozinhas, etc) as formulacdes contendo
PHMB sao reconhecidas como sendo as ideais, uma vez que apds a sua secagem nao
deixam manchas na superficie ndo alterando o brilho das mesmas. Tal caracteristica ndo
ocorre com 0s compostos de quaternario de amonio devido a presenca de cadeias de
acidos graxos.

4 Metodologia

Obedecendo um cronograma para execucdo dos ensaios, primeiramente procedeu-se o
pré-enxdgue seguido de higienizacdo convencional em tanques de fermentacio com
soda céustica a 3% por 20 minutos. Logo apds, coletou-se uma amostra da dgua de
enxague para andlise microbioldgica inicial de bactérias laticas (Agar MRS), bactérias
heterotréficas (Agar Standard) e Bolores e Leveduras (Agar mosto) em triplicata, por
filtracdo por membrana, utilizando-se de métodos oficiais de andlises microbioldgicas,
de acordo com a Instrucdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento.

Apds a higienizagdo, efetuou-se a desinfeccdo dos tanques de fermentacdo com o
Biguatin 400 (4% de PHMB) nas concentragdes de 0,2% e 1,1% (2 tanques para cada
concentracdo) por 10 minutos, com posterior coleta de amostra de dgua do udltimo
enxagiie, seguindo para as mesmas andlises microbioldgicas em triplicata.

Ao final das andlises, obtiveram-se os resultados e procedeu-se o estudo dos mesmos
(tabela 1).

5 Resultados e discussoes

Tabela 1. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas com Biguatin 400
na concentracao de 0,2%

Tanque 1
Analise Pré-desinfeccao *UFC/100ml | Pos-desinfeccao *UFC/100ml
Bolores e leveduras 2 2 1 1 1 1
Bact. Lacticas **Aus Aus Aus Aus Aus Aus
Bact. Heterotroficas 13 9 14 Aus Aus Aus
Tanque 2
Andlise Pré-desinfeccao *UFC/100ml | Pés-desinfeccao *UFC/100ml
Bolores e leveduras Aus Aus 1 Aus Aus 1
Bact. Lacticas Aus Aus Aus Aus Aus Aus
Bact. Heterotroficas 65 56 50 Aus Aus Aus
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Tabela 2. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas com Biguatin 400
na concentracao de 1,1%

Tanque 3
Andlise Pré-desinfeccao *UFC/100ml | Pés-desinfeccao *UFC/100ml
Bolores e leveduras 2 Aus Aus Aus Aus Aus
Bact. Lacticas Aus Aus Aus Aus Aus Aus
Bact. Heterotroficas 10 09 13 Aus Aus Aus
Tanque 4
Analise Pré-desinfeccao *UFC/100ml | Pos-desinfeccao *UFC/100ml
Bolores e leveduras 4 2 3 Aus Aus Aus
Bact. Lacticas Aus Aus Aus Aus Aus Aus
Bact. Heterotroficas 22 31 27 Aus Aus Aus

*UFC: Unidade Formadora de Colonia
**AUS: Auséncia

Nos experimentos realizados, as analises microbioldgicas comprovam que o principio
ativo j4 tem uma certa atuacdo na reducdo ou eliminacdo de carga microbiana, na
concentracdo minima estipulada pelo fabricante (0,2%) e eliminagdo total de toda carga
microbiana na concentracdo média de 1,1%. A nao ocorréncia de detec¢do de bactérias
l4cticas, deve-se ao fato de que a higienizacdo dos tanques vem sendo muito eficiente e
provavelmente pelo fato da planta de bebidas ndo ser usada continuamente.

Baseados em preco médio do produto para o estado do RJ, o custo para desinfec¢do nas
concentragdes de 0,2 e 1,1% ficaria, respectivamente, em torno de R$ 0,04 e R$ 0,23 /
litro de solugdo de Biguatin que contém 4% de principio ativo. Ou seja, por exemplo,
em uma solug@o de 700 litros numa concentra¢do de 0,2%, houve atuacdo de 56 ml do
principio ativo PHMB.

6 Conclusao

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que aliando o amplo espectro de
atuacdo do principio ativo PHMB, que se mostra maior que os principios ativos
convencionais, ao seu custo relativamente baixo, tem-se uma desinfeccao
eficiente em sistemas CIP de industrias cervejeiras. Com isso, € possivel garantir
a qualidade e a segurancga necessarias na producao de bebidas.
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