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DESCRICAO

"METODO PARA MELHORAMENTO DA QUALIDADE DE SEMENTES
VEGETAIS"

Area de Invengio

A presente invengdo relaciona-se com um método de tratamento de sementes
vegetais destinadas a serem usadas na industria de preparagdo de bebidas fermentadas,
alimentar ou de alimentacdo de animais. Mais precisamente, a inveng¢do relaciona-se
com um método no qual uma planta, mais preferivelmente um cereal, em particular um
cereal, tal como a cevada ou centeio, para ser usado em maltagem, € tratado com uma
preparagdo bacteriana no tocante a micrébios de modo a melhorar as propriedades de
maltagem ou fermentagfo, tempo de queda ou qualidade microbiana das sementes
(grdos). A invengdo também se rglaciona com o uso de uma preparagdo bacteriana para
pulverizagio de uma planta no campo ou sob condigdes de campo a medida que as suas
sementes se desenvolvem de modo a melhorar a qualidade das sementes. Além disso, a
inven¢do relaciona-se com um produto de sementes, e.g. um produto cereal e em
particular um produto de cevada ou de centeio, por exemplo malte de cevada ou centeio,

que tenha sido tratado com o método acima mencionado.

Arte Antecedente

Convencionalmente um cereal destinado a ser usado no fabrico de uma cerveja €
maltado de modo a que o amido nele contido se converta em aglcares fermentaveis.
Cereal nio matado é também por vezes usado no fabrico de cerveja. O cereal mais
comummente usado na maltagem é a cevada. Esta ¢ bem aplicdvel na maltagem e no
fabrico de cerveja, desde que a casca do seu grdo ndo saia para o exterior durante a
debulha, mas proteja o grio durante a maltagem. Grdos partidos sdo susceptiveis de
criar fungos. A boa germinabilidade da cevada ¢ importante na maltagem, uma vez que
os grios que ndo tenham germinado ndo podem ser maltados e sdo também susceptiveis

a criar mofos. A cevada maltada é também usada como matéria prima para o whisky.
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Outros cereais, tais como trigo, centeio e arroz, podem também ser usados na

preparacdo de malte.

O objectivo da maltagem ¢é prover mudangas fisicas, quimicas e biolégicas no
grio, produzindo desse modo enzimas que no estadio chamado de amassado durante o
fabrico da cerveja decompde o amido do grfo numa forma soluvel no mosto. A
maltagem compreende varios estadios. Primeiramente, o cereal a ser usado € purificado
e peneirado, e € depois embebido em 4gua para fornecer um teor de humidade adequado
(ca. 45 %). Quando os grdos estdo humedecidos adequadamente, eles sdo germinados

usualmente durante cerca de seis dias. Apds a germinagdo o malte € seco e portanto o

teor de humidade diminui para cerca de 4 %. Apds a secagem as radiculas séo

removidas.

Num cereal, tal como a cevada, usado em maltagem, os micrébios originados no-
campo e possivelmente na armazenagem afectam o desenvolvimento e a actividade da
flora microbiana na preparagio do malte. Grandes quantidades de micrébios,
especialmente elevados teores de mofo, podem ser prejudiciais na maltagem de um
cereal. O teor de mofo € um dos critérios da qualidade de um cereal usado na maltagem,
e é muitas vezes estabelecido um limite maximo para este teor. Outros factores que
influenciam a qualidade de malte sdo as outras caracteristicas de qualidade do cereal
usado como matéria prima, por exemplo o seu teor em proteina, a distribuigdo de
tamanho dos grios, a energia de germinagdo ¢ a sensibilidade a 4gua. O tipo de cereal, e

a técnica e as condi¢des de maltagem sdo também significativas.

A flora microbiana natural da cevada compreende mofos tais como Fusarium,
Alternaria, Cefaslosporium e Helmintosporium e o género de Rhizopus e Mucor. A
ocorréncia dos mofos varia dependendo do periodo de crescimento e do local de
crescimento (solo). Tempo humido e chuvoso durante a emergéncia da espiga ou
colheita da cevada afecta o crescimento de mofos Fusarium em particular. Na maltagem
a composi¢do dos mofos varia consideravelmente durante a germinagdo, especialmente

a quantidade de mofos Fusarium aumenta particularmente durante a molhagem.
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Rhizopus e Mucor por sua vez estdo prevalentes em maltes, uma vez que se multiplicam

rapidamente &s temperaturas que ocorrem no inicio da secagem.

A flora bacteriana e levedura original do cereal também afectam a qualidade do
material a ser maltado. A enterobactéria natural, espécie Pseudomonas, bactéria do

acido lactico e leveduras do cereal multiplicam-se durante a maltagem.

~ Os microorganismos no cereal e malte tém ambos os efeitos positivos e
negativos. Muitos dos efeitos da flora microbiana sio tteis. Os efeitos glucanolitico e
proteolitico dos mofos e bactérias sdo os mais comummente relatados. Um teor de (-
glucano reduzido e diferen¢a no extracto descrevendo modifica¢do no malte, uma
viscosidade reduzida do mosto, uma filterabilidade melhorada do mosto, € um aumento
do teor de azoto sdo caracteristicas positivas causadas pela actividade enzimatica dos
micrébios. As desvantagens da flora microbiana de um cereal e malte sdo o jorramento

da cerveja, e a possibilidade de micotoxinas, e a deteriorag4o da germinaggo.

O jorramento da cerveja é causado por componentes originados nos mofos,
especialmente no género Fusarium contido no material usado para maltagem. Num
cereal que esteja fortemente contaminado por mofo, um micélio de mofo activo forma
peptideos ou compostos contendo peptideos que sobrevivem ao processo de fabrico da
cerveja e produzem o jorramento. Para se obviar a este problema extremamente sério
relativo 4 qualidade, as amostras de cereal usadas na maltagem devem ser analisadas

para a contaminagdo por mofos, € os lotes fortemente contaminados devem ser

desprezados.

O controle € a prevengdo do jorramento da cerveja € sempre muito problematico.
A adigdo de microbicidas na 4gua de molhagem diminui o crescimento de mofos, mas o
uso de preservativos quimicos € preferivelmente evitado. Assim € de primordial
importancia que a qualidade do material a ser maltado seja tdo boa quanto possivel. E

especialmente desejavel decrescer a contaminagdo de mofos Fusarium.



A sensibilidade 4 agua da cevada afecta a germinagfo. Uma razio possivel para
a sensibilidade & 4gua por parte da cevada ¢ que a densa populagdo microbiana na
superficie dos grios compete com o tecido da planta para o oxigénio a ser usado durante
a molhagem. Quando um germe ndo consegue obter o oxigénio que necessita, a

germinagdo abranda ou ¢ completamente impedida.

A separagdo dos agicares do mosto dos restantes solidos insoluveis do malte
moido e a filterabilidade do mosto sdo principalmente afectadas pela qualidade do
malte. A composi¢do dos grdos usados sucessivamente determina a concentragdo das
proteinas gelificantes no malte. As proteinas gelificantes sdo parcialmente degradadas
na maltagem, mas podem-se agregar no estadio de preparagdo do mosto. A velocidade
de filtrago é afectada por complexos formados entre as proteinas e pentosanos, -
glucanos, amido residual e lipidos. Adicionalmente, as elevadas quantidades de
bactérias podem conduzir a problemas na filtragdo. Uma boa filterabilidade € portanto
um dos factores de qualidade do malte. O melhoramento da filterabilidade também

acelera o processo de fermentag@o.

Os mofos sdo contaminantes prejudiciais ndo apenas num cereal destinado a ser
usado na industria de bebidas fermentadas, mas também num cereal e noutras plantas
usadas como matérias primas para as industrias alimentar ¢ de alimenta¢@o de animais.
Controlar os mofos € importante na armazenagem de um cereal: variagdes na
temperatura e no teor de humidade podem causar um aumento rapido na populagdo de
mofos. Por exemplo na indistria de alimentagdo de animais, mofos tal como Fusarium

podem causar estragos na matéria prima da alimentagéo ou na alimentag&o final.

Para se prevenir o crescimento da flora microbiana, em particular de mofos
Fusarium, durante a maltagem, tém sido usadas bactérias de acido lactico [Haikara,
Mallas ja Olut 1 (1994) 5-15; Haikara et al., Eur. Brew Conv. Proc. 24 Congr., Oslo
1993, 163-172, and WO 94/16053]. Bactérias do acido lactico no seu meio de cultura,
meio de cultura sem células, ou células separadas do meio de cultura foram adicionadas
a grios secos de cevada antes da maltagem, a 4guas de molhagem dos grdos, ou no

inicio da germinagdo. O melhor resultado foi obtido quando as bactérias do acido lactico
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foram adicionadas no seu meio de cultura dois dias antes da maltagem. Através do
tratamento foi possivel influenciar as propriedades do malte, tais como a filterabilidade
e a viscosidade do mosto obtido a partir do malte, e as quantidades de microbios no
malte. O efeito do tratamento no jorramento da cerveja ndo foi testado. No entanto, o
tratamento dos grdos de cevada somente apos a colheita e a secagem néo pode prevenir
o estrago causado por microbios prejudiciais ja no campo, por exemplo a formagéo dos
factores de jorramento, um decréscimo no tempo de queda, e um aumento na

sensibilidade a agua.

Sumério da Invengéo

A presente invengdo fornece um novo método para diminuir ou evitar os
problemas acima descritos e as desvantagens. Foi descoberto inesperadamente que as
propriedades de maltagem ou fermentag&o, tempo de queda ou qualidade microbiana de
sementes vegetais podem ser melhoradas quando uma planta destinada a ser usada na
indtstria de bebidas fermentadas, alimentar ou de alimentagdo animal € tratada no
campo ou sob condigdes de campo durante o desenvolvimento das sementes com uma
preparagdo bacteriana de 4cido lactico que afecta positivamente as ditas caracteristicas
de qualidade das sementes. Isto € especialmente surpreendente, uma vez que o
tratamento de uma planta ja quando as sementes se estdo a desenvolver no campo
significa interferir com uma interac¢do muito complexa entre por exemplo membros
diferentes de flora microbiana, e entre a flora microbiana e a planta, sobre o que o
resultado foi bastante inesperado. Além disso, o efeito de condi¢des externas tais como
o tempo e as condi¢des de crescimento, no sucesso do tratamento ndo podem ser

previstas.

A presente invengdo relaciona-se portanto com um método de tratamento de
plantas destinadas a serem L_lsadas na industria de bebidas fermentadas, alimentar ou de
alimentacio animal de modo a melhorar a qualidade das sementes através da variago
da sua flora microbiana. O método € caracterizado por a dita planta ser tratada no campo
ou sob condi¢des de campo quando as sementes se desenvolvem por sua pulverizagdo

com uma prepara¢do bacteriana de 4cido lactico.



1w

Figura “

A Figura 1 mostra graficamente o efeito do tratamento bacteriano de 4cido

lactico de acordo com a invengdo na filtragdo do mosto.

Descrigdo detalhada da inven(;éo

De acordo com a invengdo, € possivel influenciar a qualidade das sementes de
uma planta, preferivelmente um cereal, por pulverizag¢do deste ja no campo com uma
preparacio bacteriana de acido léctico que muda a flora microbiana e as caracteristicas
de qualidade das sementes. As caracteristicas de qualidade de uma planta referem-se a
todos os pardmetros que medem a qualidade da planta, 65 pardmetros mais gerais de e.g.
um cereal sdo o teor de proteina, o tempo de queda, a distribui¢do de tamanho dos
grios, a energia de germinagdo, a sensibilidade & 4gua, a quantidade total de micrébios,
e o teor de mofo, que sucessivamente afectam por exemplo as propriedades de
fermentacdo da farinha feita do cereal, ou os resultados de uma anélise de malte, mosto

e cerveja preparados a partir do cereal.

A presente invencdo é preferivelmente aplicavel no melhoramento da qualidade
de um cereal, tal como a cevada, centeio, trigo ou arroz, adequado para industrias de
moagem e fermentagdo e para maltagem. O cereal a ser processado € preferivelmente

cevada ou centeio, mas preferivelmente cevada destinada para maltagem.
\

O método de acordo com a invengdo é particularmente aplicivel no tratamento
de um cereal a ser usado para maltagem, sobre o qual a quantidade de mofo diminui,
especialmente provocada pela espécie Fusarim, e as outras caracteristicas de qualidade
do material a ser maltado e do malte final sdo melhoradas. As variagdes vantajosas nas
sementes do cereal sdo verificadas por exemplo num tempo de queda melhorado
medindo as propriedades de fermentagédo, e numa sensibilidade a dgua reduzida no que
diz respeito 4 maltagem. No malte final os efeitos vantajosos sdo evidentes num
rendimento de extracto aumentado, numa modificagdo do malte melhorada, e numa
filterabilidade mais rapida ou activac@o da separagdo dos agucares do mosto. O método

também diminui a tendéncia de jorramento da cerveja fabricada a partir de malte.



Uma planta em crescimento € pulverizada com uma prepara¢do bacteriana de
dcido lactico capaz de melhorar a qualidade das sementes através da variagdo da
quantidade total e/ou proporgdes internas da flora microbiana nas sementes da planta a
ser tratada. Um tal preparag¢do pode por exemplo prevenir ou aumentar o crescimento de
alguns micrébios contidos na planta, sobre o que a variagdo das proporgdes internas
e/ou quantidades de uma populagdo microbiana conduz a efeitos positivos nas

propriedades das sementes de outra populagdo microbiana.

O método de acordo com a invengdo pode utilizar qualquer preparagdo
microbiana de 4cido lactico que tenha as propriedades atrds mencionadas e que ndo

reduza as propriedades uteis dos micrébios.

Bactérias de acido lactico tém sido grandemente usadas como culturas
iniciadoras na industria de lacticinios, de carne e de vegetais e na prevengdo de
forragem. As bactérias do 4cido lactico produzem acidos orgénicos que diminuem o pH
da fermentagdo, e algumas espécies de bactérias do 4cido lactico também segregam
bacteriocinas ou agentes de baixo peso molecular, inibindo o crescimento de

microorganismos.

As bactérias do 4cido lactico s3o vantajosas também devido & sua seguranga. O
uso de bactérias do acido lactico na industria alimentar é vasto e aceite. Além disso, a

flora normal de um cereal compreende bactérias de acido lctico.

A presente invengdo pode utilizar qualquer bactéria do 4cido lactico geralmente
disponivel que tenha caracteristicas de melhoramento da qualidade das sementes. Por
exemplo as bactérias do 4cido lactico que ocorrem naturalmente num cereal sédo
adequadas para este proposito. Bactérias do 4cido lactico uteis incluem o género
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Streptococcus. Bactérias do acido lactico
pertencendo aos géneros Lactobacillus, Pediococcus, e suas misturas sdo preferiveis.
Bactérias do 4cido lactico que sdo especialmente preferiveis no método de acordo com a

invencdo incluem Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus.

e



A invengdo também se reléciona com o yso de uma preparagdo bacteriana de
acido lactico para pulverizar um cereal no campo ou solo sob condigbes de campo
quando as suas sementes estdo em desenvolvimento de modo a melhorar a qualidade
das sementes. O tratamento é adequadamente transportado durante a emergéncia da
espiga por exemplo quando o cereal esti prestes a espigar ou ja estd espigado. A
invencdo relaciona-se ademais com um produto de cereal, especialmente um produto de
cevada ou de centéio, por exemplo malte de cevada ou de centeio, que tenha sido

tratado com o método atrds mencionado.

A preparagdo bacteriana de 4cido lactico a ser pulverizada no campo pode ser
uma cultura bacteriana, i.e. um meio de cultura contendo as células, assim mesmo ou
concentradas, uma preparagdo celular compreendendo células separadas e
possivelmente liofilisadas suspensas em agua, um meio de cultura ou um qualquer outro
veiculo adequado, tal como um salino fisioldgico, ou um caldo de cultura do qual forma
removidas células microbianas, assim mesmo ou concentrada. A preparag¢do bacteriana

de 4cido lactico preferivelmente compreende bactérias de acido lactico vivas.

A preparagdo a ser pulverizada nos campos preferivelmente compreende uma
estirpe de Lactobacillus plantarum ou Pediococcus pentosaceus num caldo de cultura
assim mesmo ou concentrada. A concentragdo pode ser realizada de uma maneira
convencional, por exemplo através de centrifugagdo, liofilizagdo, filtragdo ou
evaporagdo. Uma preparagdo bacteriana de 4cido lactico, que na sua utilizag@o pratica €
adicionada a um meio de cultura adequado ou a um agente de dilui¢do, é também

vantajosa para a implementagio facil do método.

A preparagdo microbiana de 4cido lactico usada no tratamento de um cereal
pode ser produzida a partir de uma preparagdo de reserva de acordo com a pratica
microbioldgica convencional através da subcultura e através do aumento gradual do
volume até que seja obtida uma densidade microbiana adequada no caldo de cultura.
Uma preparaggo util na presente invengdo contém desde cerca de 1 x 10% até 1 x 10"

CFU/, preferivelmente desde cerca de 1 x 10" até 1 x 10'? CFU/I de bactérias do acido
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lactico. Em particular é usada uma preparagdo contendo desde 1 x 10" até 1 x 10"

CFU/I de bactérias do acido lactico.

Para o utilizador, a preparacio mais adequada para pulverizagdo no campo deve
ser uma preparago liofilizada, que seja misturada antes da utilizagdo com um agente de
dilui¢do adequado, tal como a agua, numa concentragdo apropriada, tal como desde 1 x

10° até 1 x 10'' CFU/L

No método de acordo com a invencdo, a quantidade de preparagdo microbiana
de 4cido lactico a ser usada na pulverizagdo € calculada na base de um teor bacteriano
efectivo desejado que melhora a qualidade das sementes. Para um propésito pratico, €
adequado usar uma qﬁantidade correspondente de 50 a 100 I/ha, preferivelmente de 100

a 500 I/ha. Uma pessoa perita na arte pode facilmente estimar a quantidade necessdria.

De acordo com a presente invengdo, uma planta ¢ tratada quando cresce no
campo ou sob condi¢des de campo a medida que as sementes se desenvolvem. A
expressdo “condigdes de campo” refere-se aqui geralmente a um espago de crescimento
ou cultivo da planta a ser tratada. Por exemplo quando um cereal esta a ser tratado, a
pulverizagdo pode ser realizada imediatamente apés o inicio da emergéncia da espiga ou
algum tempo depois disso, por exemplo de 5 a 15 dias depois. Por exemplo as
condi¢des de tempo afectam a escolha do tempo adequado para a pulverizagdo. Nos
exemplos abaixo, a presente inven¢do serd descrita através das suas concretizagOes

preferidas sem ser restrita para esses fins, no entanto.

Exemplo 1
Preparagiio de culturas bacterianas de dcido lactico
Culturas bacterianas de acido lactico usadas no tratamento de um cereal foram

preparadas da seguinte maneira. A estirpe VIT-E-78076 de Lactobacillus plantarum,

“isolado a partir da cerveja e a estirpe VIT-E-90390 de Pedicoccus pentosaceus,

derivado de grdos partidos de cevada, (da colheita de cultura da Secgdo de
Biotecnologia Técnica da Finlandia (VTT)) foram inoculados assepticamente a partir de

agar MRS (Oxoid) em 10 ml de caldo MRS (Oxoid) onde foram cultivadas sob




condi¢des anaerdbias a 30 °C durante dois dias sem agitagdo. As estirpes foram entéo
inoculadas assepticamente em 120 ml de caldo MRS num Erlenmeyer de 250 ml e
cultivadas sob condigBes anaerdbias a 30 °C durante trés dias sem agitagdo. As estirpes
foram entdo inoculadas em 0,6 1 de caldo MRS num Erlenmeyer. O cultivo foi

continuado sob condi¢des anaerdbias a 30 °C durante trés dias sem agitagéo.

O caldo de cultura resultante continha de 1 x 10" até 1 x 10'! CFU/I de bactérias

do acido lactico (unidades de coldnia formada/litro de caldo de cultura).

O caldo de cultura foi diluido para uma razdo de cerca de 1:10 com agua. Estes
caldos de cultura diluidos foram usados como uma preparagdo teste na pulveriza¢do de

campo.

Exemplo 2

Tratamento Jda cevada em crescimento com bactérias de dcido lactico.

Cevada finlandesa de uma variedade chamada “Kustaa” foi cultivada em
quadrados teste de 10 m? (campos 701 a 704). Para cada preparagio teste criaram-se trés
quadrados teste. Um caldo de cultura preparado de acordo com o Exemplo 1, contendo
Lactobacillus plantarum VTT-E-78076 e Pedicoccus pentosaceus VTT-E-90390, foi
pulveﬁzado sobre cevada em crescimento imediatamente apds a emergéncia da espiga, e
um caldo de cultura contendo Pedicoccus pentosacens VTT-E-90390 foi também
pulverizado dez dias apds a emergéncia da espiga. Cada preparagdo teste usada para
pulverizagdo continha de 1 x 10° a 1 x 10'® CFU/I de bactérias de acido l4ctico, € a
preparagdo foi usada numa quantidade de 200 l/ha. As pulverizagdes foram realizadas
com um pulverizador Azo propano compreendendo um brago de extensdo de 2 m com
esguichos a intervalos de 50 cm. O campo de controle ndo foi nada tratado. A cevada foi
debulhada quando estava madura, e foi depois seca. Os grdos foram armazenados num

lugar fresco e seco até a maltagem. As condig¢Ses do teste sdo apresentadas na Tabela 1.




Tabela 1l .
Condigdes do teste do tratamento bacteriano de dcido lictico de cevada em
crescimento
Campo N°  Descrigdo
701  Controle (ndo tratado)
702 Tratamento com a preparagdo L. plantarum VTT-E-

78076 logo apds a emergéncia da espiga (200 1/ha)

703 Tratamento com a preparagdo P. pentosaceus VTT-E-
90390 logo apos a emergéncia da espiga (200 I/ha)

704 Tratamento com a preparagdo P. pentosaceus VTT-E-
90390 dez dias apds a emergéncia da espiga (200 1/ha)

Exemplo 3

Efeito do tratamento bacteriano de 4cido lactico na germinabilidade da cevada

O efeito do tratamento com bactérias do 4cido lactico da cevada em crescimento na
germinabilidade da cevada foi estimado pela determinag@o da germinabilidade de grados
de cevada secos, i.e. a capacidade de germinagdo (H,0,) foi determinada em
percentagens, tal como a energia de germinagéo ¢ a sensibilidade a agua apds 3 a 5 dias
em percentagens, utilizando métodos conhecidos da maltagem, descritos por exemplo
no EBC-Analytica, 4™ edition, Analysis Committee of EBC (ed.), Brauerei-und
Getrianke Rundschau, Zurich, 1987.

Resumidamente, na determinagdo da capacidade de germinagdo os grdos sao
germinados numa solugdo 0,75 % de peréxido de hidrogénio de modo a finalizar o
repouso da cevada. A capacidade de germinagdo representa o numero de grdos vivos. A
energia de germinagdo que representa a germinabilidade da cevada € determinada
através da germinagdo de grdos numa caixa de Petri num papel absorvente humedecido.

A sensibilidade a 4gua ¢ determinada do mesmo modo que a energia de germinagéo mas

utilizando uma quantidade maior de agua.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 2, provida com as mesmas

abreviaturas da Tabela 1.




Tabela 2 .

Efeito da pulverizacio bacteriana de acido lactico na germinag¢io de cevada

Percentagem de grdos que germinaram Campo/preparacéo
701 702 703 704
Controle

Capacidade de Germinagdo (H20;)(%) 98 98 99 99

Energia de Germinagdo 3/5 dias (%) 96/98 90/93 .-90/94  94/97

Sensibilidade a agua 3/5 dias (%) 26/36 28/35 42/51 35/47

A pulverizagdo de um cereal em crescimento no campo, em estadios diferentes
da emergéncia da espiga, com bactérias de 4cido lactico de acordo com a invengdo ndo
tem efeito essencial na capacidade de germinagdo dos grios de cevada. Nos testes 702 e
703, o uso de bactérias de acido lactico reduz ligeiramente a energia de germinagéo,
mas reduz claramente a sensibilidade a agua dos grdos, especialmente nos testes 703 e

704.

Exemplo 4

Efeito do tratamento bacteriano de #cido lictico nas quantidades de
micrébios na cevada

Os efeitos do tratamento bacteriano de acido lactico de cevada em crescimento
nas»quantidades microbianas dos grios de cevada foi analisada através do ensaio de

mofos Fusarium contagem total de bactérias, bactérias de acido léctico e leveduras.

A proporgdo de gridos contaminados com mofos Fusarium foi ensaiada no agar
Czapek Iprodion Dicloral (CZ1D-agar, Difco) especifico para mofos Fusarium, de
acordo com ﬁm método descrito por Abildgnen et al. [Lett. Appl. Microbiol. 5 (1987)
83-86]. Os mofos Fusarium foram identificados com base nas col6nias tipicas € na

morfologia dos esporos.

O teor de bactérias foi ensaiado num agar Plate Count (Difco), e as bactérias de

4cido lactico foram ensaiadas em agar MRS (Oxoid) com métodos convencionais em




microbiologia. As leveduras foram ensaiadas em agar Saborand (Oxoid). Os resultados

sdo apresentados na Tabela 3, provida com as mesma abreviaturas da Tabela 1.

Tabela 3
Efeito da Pulverizacdo bacteriana do dcido lictico nas quantidades de micrébios
na cevada
Ensaio Microbiano Campo/preparagéo
701 702 703 704
Controle
Mofos Fusarium (% de grdos 57 43 66 46

contaminados)

Contagem total bacteriana CFU/g ds*  4,7x 10" 3,5x 10" 3,8x10" 4,1x10
Bactérias do acido lictico CFU/g ds*  3,3x10' 22x10° 22x10* 22x 10
Leveduras CFU/g ds* 22x10° 67x10° 66x10° 33x10°

* unidades de colénia formada/ grama de substéncia seca

O tratamento de um cereal em crescimento com bactérias de 4cido lactico de
acordo com a presente invenco reduz ligeiramente a quantidade de grdos contaminados
com mofo Fusarium e a quantidade total de bactérias, excepto no teste 703. O uso
bactérias de acido lactico aumenta ligeiramente a quantidade de leveduras e bactérias de

acido lactico comparado com o controle.

Exemplo 5

Efeito do tratamento bacteriano de acido lactico na qualidade e no
rendimento da cevada

O efeito do tratamento de acordo com a presente invengfo no rendimento e
qualidade dos grios de cevada foi ensaiado de acordo com as direcgdes definidas numa
decisdo pelo Ministério da Agricultura da Finldndia 4 cerca da determinagdo da
qualidade do cereal, publicada em Helsinquia, 1 de Julho, 1991. O rendimento (Kg/ha),
o peso de um milhar de grdos (g), e o peso de um hectolitro (Kg) foram determinados

por pesagem. O tempo de queda e o teor de proteina sdo factores conhecidos de



descrigfio da qualidade de um cereal, e foram determinados com os métodos geralmente
utilizados na arte. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4, provida com as mesmas

abreviaturas da Tabela 1.

Tabela 4
Efeito da pulverizag¢io bacteriana de dcido liactico no rendimento e na qualidade
da cevada
Ensaio Campo/preparagdo
701 702 703 704
Controle
Rendimento (Kg/ha) 5670 5810 5540 5640
Peso de um milhar de grdos (g) 448 45,0 44.6 44,5
Peso de um hectolitro (Kg) 72,3 722 724 729
Tempo de queda 99 108 114 120
Proteina 11,4 11,2 11,6 11,5

O tratamento de um cereal em crescimento com bactérias de acido lactico de
acordo com a inveng¢do teve um efeito claramente positivo no tempo de queda para
todas as preparagdes. O tempo de queda aumentou o maximo (20 %) como resultado de
um tratamento com Pediococcus pentosaceus. O tratamento ndo teve efeito essencial
nos outros pardmetros de descricdo do rendimento e qualidade da cevada quando

comparados com o controle.

Exemplo 6

Efeito do tratamento bacteriano de acido lactico nas quantidades de
micrébios no malte de cevada.
Cevada tratada de acordo com a inveng&o foi usada para produzir malte, de modo a que
o efeito do tratamento bacteriano de 4cido lactico no malte da cevada pudesse ser
analisado. Os grdos originados em cada cultura de cevada e na cultura controle foram
maltados em porgdes de um quilograma num dispositivo de teste de maltagem (Seeger)

com um método padrdo.
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O malte preparado a partir da cevada foi ensaiado para bactérias totais, bactérias
de 4cido lactico e leveduras do modo descrito no Exemplo 4. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 5, provida com as mesmas abreviaturas do Exemplo 1.

Tabela 5
Efeito do tratamento bacteriano de acido lactico nas quantidades de micrébios no
malte
Ensaio Microbiano ' Campo/preparagdo
701 702 703 . 704
‘Controle

Contagem bacteriana Total® CFU/g ds® 1,0x10° 1,1x10° 92x10" 4,7x 10’
Bactérias do acido lactico® CFU/g ds® 4.8 x 10° 39x 10 34x 10° 43x 108
Leveduras® CFU/g ds° 1,3x10° 50x10* 54x10* 7,3x10*

* ensaio em agar de contagem Plate (Difco)
® unidades de colonia formada/ grama de subténcia seca
¢ ensaio em agar MRS (Oxoid)

¢ ensaio em agar Saborau (Oxoid) .

O tratamento de um cereal em crescimento com bactérias de acido lactico de
acordo com a inveng¢do ndo teve efeito essencial nas quantidades de micrébios no maite

preparado a partir da cevada.

Exemplo 7

Efeito do tratamento bacteriano de acido lictico na qualidade e nas
propriedades do malte

A qualidade fisico-quimica do malte preparado de acordo com o Exemplo 6 a
partir de cevada tratada no campo de acordo com a inveng&o foi analisada com métodés
conhecidos da maltagem, descritos em detalhe na EBC-Analytica, 4™ edition, Analysis
Committee of EBC(ed.), Brauerei- und Getrdnke Rundschau, Zurich, 1987. A qualidade
dos maltes foi também examinada a partir do mosto preparado através de filtragdo de

Biichner com uma modificagdo de um método por Brown et al. (Proc. 3 Aviemore




Conf. Malt. Brew. Distill. Aviemore 1990, .Institute of Brewing, 313-318), a

modificagdo sendo descrita por Sjoholm et al. [Monatsschrift fur Brauwissenschaft 5

(1994) 165-171].

Tabela 6
Efeito do tratamento bacteriano de dcido lictico nos valores analiticos do malte
Andlise de malte Campo/preparagio

701 702 703 704

Controle
Humidade (%) 42 41 41 41
Extracto da farinha (%/ds) 80,8 81,1 81,2 81,2
Cor do mosto °EBC- 4.1 4.1 44 44
pH do mosto 6,02 6,01 5,99 5,98
Diferenca do grdo de farinha/bruto (%/ds) 2,3 1,8 1,5 1,7
Friabilidade da farinha (%) 80 81 83 81
Friabilidade (%) (>2,2 mm) 44 3,8 2,2 3,2
Modificagdo do malte (%) (calcoflior) 89 _ 94 93 89
Homogeneidade (%) (calcofltor) 69 77 66 68
Viscosidade do mosto (mPas) 1,48 1,49 1,48 1,48
Tempo de filtragio do grdo bruto/farinha (min)  60/240 42/150 45/120 45/120
B-glucano do mosto (m/I) 222 189 184 194
Azoto solavel (mg/100 g) 812 822 820 826
Proteina (%/ds) 11,5 11,4 11,5 11,1
Grau de solubilidade da proteina (Kolbach) (%) 44 45 45 47
FAN (mg/l) 166 183 176 187
Tempo de amidificagdo (rﬁin) <10 <10 <10 <10
a-amilase (DU/g ds) 67 69 74 74
P6 daist. (WK/100 g ds) 370 350 350 350
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Tabela 7
Efeito do tratamento bacteriano de dcido ldctico nas propriedades do malte

(filtragdo de Biichner)

Propriedade Campo/preparagéo
701 702 703 704
Controle
Teor de extracto do mosto (%) 16,09 16,14 16,14 16,20
Rendimento de extracto actual (%/ds) 21,6 32,5 34,3 34,6
pH do mosto 5,69 5,70 5,68 5,69

Os resultados das Tabelas 6 e 7 mostram que o tratamento que bacteriano de
acido lactico na cevada em crescimento de acordo com a invengdo tem os seguintes
efeitos vantajosos na qualidade do malte preparado a partir da cevada: o teor de extracto
e o rendimento, tal como de FAN e de a-amilase aumentaram, de acordo com varias
analises diferentes (% de modificagdo do malte, diferenga do grdo da farinha/ bruto,
friabilidade e teor B-glucano do mosto), a modificagdo do malte aumentou e a
filterabilidade do mosto tornou-se consideravelmente mais rdpida. O mais importante
destes ¢é na pratica o efeito vantajoso na velocidade de filtragdo (ver Fig. 1). O método

de acordo com a invengdo ndo teve efeito nos outros valores de analise do malte.

Exemplo 8

Efeito do tratamento na tendéncia para jorramento da cerveja

O efeito do tratamento bacteriano de acido lactico de cevada em crescimento de
acordo com a inven¢do na tendéncia de jorramento da cerveja foi determinado com o

método rapido de Carlsberg do modo descrito por Vaag et al. [Eur. Brew. Conv. Proc.

24™ Congr., Oslo (1993) 155-1629].

Amostras de a e ¢ foram preparadas do modo seguinte. As amostras de cevada
tratadas com bactérias de acido lactico de acordo com a invengdo foram maltadas do
modo descrito no Exemplo 6. 100 gramas de cada amostra de malte resultante foram

misturadas com 400 ml de agua destilada num misturador de laboratério a velocidade
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méxima. A suspensdo foi centrifugada a 500 gpm, e o liquido sobrenadante foi
concentrado por evaporagdo até cerca de metade do seu volume. O filtrado foi
arrefecido, e o volume foi ajustado a 200 ml com 4gua destilada. 50 ml de cervejé foram
removidos a partir de trés garrafas de cerveja para uma temperatura baixa (4-10 °C) e
repostos com 50 ml de extracto de malte. As garrafas foram agitadas cuidadosamente de
modo a repor o ar no gargalo da garrafa com espuma, e as garrafas foram entdo
arrolhadas e pasteurizadas durante 20 minutos a 60 °C. Apds o arrefecimento as garrafas

foram agitadas numa posi¢@o horizontal durante trés dias antes de serem testadas para

induzir o jorramento.

As garrafas foram pesadas e deixadas em repouso durante dez minutos. Depois
foram viradas para baixo trés vezes, deixadas em repouso durante 30 segundos e
finalmente abertas. Se ocorresse jorramento, as garrafas seriam pesadas novamente, € a
quantidade de cerveja que tinha escapado das garrafas era calculada. Malte A jorrante,
que contém mofo Fusarium poae (Carlsberg, Copenhaga, Dinamarca) foi usado como o

padrio para o jorramento.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 8, provida com as mesmas

abreviaturas do Exemplo 1.

Tabela 8

Efeito do tratamento bacteriano de acido lactico na tendéncia de jorramento de

cerveja
Quantidade de jorramento (g)
Campo

701 702 703 704

Controle
Amostra a 43,1 14,0 31,0 - 0,1
Amostra b 55,0 0,1 24,0 23,1
Amostra ¢ 38,9 14,7 14,9 21,6
Média 45,7 9,8 22,3 14,9

Padrdo de jorramento 54,2
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A tendéncia de jorramento de todos os maltes preparados a partir de cevada
tratada com bactérias de 4cido lactico de acordo com a invengdo decresceu
substancialmente. O decréscimo méximo ocorreu no malte a partir da cevada
pulverizada no campo (702) com um caldo de cultura contendo Lactobacillus plantarum
VTT-E-78076: a tendéncia de jorramneto diminuiu para quase um quinto quando
comparada com o malte preparado a partir de cevada ndo tratada, e para quase um sexto
quando comparada com o padrio de jorramento. Os \}alores de jorramento obtidos com
o malte preparado a partir da cevada pulverizada no campo com um caldo de cultura
contendo Pediococcus pentosaceus VTT-E-90390.(703) logo ap6s a emergéncia da
espiga, ou dez dias mais tarde, decresceu 51 % e 67 %, respectivamente quando

comparado com o controle e 59 % e 73 %, respectivamente, quando comparado com o

padréo de jorramento.

Lisboa, ¢ 9 MAI0 2000

AR A L Jl“"“——
Amergcs da Silva Carvalho
Agentz Diiial de Progriedads indusirig!

R.Castilhe, 261-32 ¢ . 1pp LISE0A
Telefs. 3851339 - 385 4613
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REIVINDICALCOES

Um método para tratamento de vegetais destinados a serem usados na inddstria

"de bebidas fermentadas, alimentar ou de alimentagio animal de modo a melhorar

" as propriedades de maltagem ou de fermentagdo, tempo de queda ou qualidade

microbiana das sementes, caracterizado por a planta ser tratada no campo ou sob
condi¢ées de campo quando as sementes se desenvolvem através da sua

pulverizagdo com uma preparacdo bacteriana de acido lactico.

Um método de acordo com a reivindicac¢do 1, caracterizado por uma planta a ser

tratada ser um cerez}l.

Um método de acordo com a reivindicag@o 2, caracterizado por o tratamento a

ser realizado num cereal durante a emergéncia da espiga.

Um método de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por o cereal a ser
tratado ser um cereal adequado para maltagem ou para a industria de moagem ou

de fermentagio.

Um método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por o cereal ser

cevada adequada para maltagem.

Um método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por a preparagdo -
bacteriana de 4cido lactico ser uma preparagdo contendo uma bactéria de acido
lactico pertencente ao género Lactobacillus ou Pediococcus, ou contendo uma

mistura destes.

, \ e ) -
Um método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por a preparagdo

bacteriana de 4acido lactico ser uma preparagdo contendo Lactobacillus

plantarum ou Pediococcus pentosaceus.
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10.

Lisboa,

O uso da preparagdo bacteriana de é4cido ldctico para pulverizagdo de uma
planta destinada ao uso na industria de bebidas fermentadas, alimentar ou de
alimentacdo de animais no campo ou sob condi¢des de campo quando as
sementes se desenvolvem de modo a melhorar as propriedades de maltagem ou

de fermentagdo, tempo de queda ou qualidade microbiana das sementes.

O uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por a preparacdo
bacteriana de acido lactico ser usada para o tratamento de um cereal, em
particular um cereal adequado para maltagem ou para a industria de moagem ou

de fermentag3o.

Um produto semente, caracterizado por a planta da qual as sementes derivam ter

sido tratada com o método de acordo com a reivindicagéo 1.

.7 MAIO 2000
Américo dg Silva Carvalho
Agents Ofiial de Proprisdade Indus sirial
R. Casiitho, 261-32 £ - 1579 LISBOA
\ Telfs. 35 13 39 - 335 45 3
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