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RESUMO

A industria cervejeira apresenta grande expressdao mundialmente, sendo a
cerveja uma bebida amplamente consumida e difundida. A determinacéo correta da
medida de amargor da cerveja é fundamental para garantia do controle de qualidade
na producao desta classe de bebidas. Atualmente a medida de BU (Bitterness Unit)
€ a adotada para predizer o amargor da cerveja. Nosso objetivo neste projeto foi
avaliar a alteracdo na medida de amargor (BU) com a utilizacdo de diferentes
linhagens de levedura e alteragdo da concentracdo de inéculo no processo de
fermentacdo da cerveja (107; 108 e 10° cél./mL2P). Foi utilizado mosto padrdo a
11,8°P e 82,1 BU e leveduras Saccharomyces cerevisiae (Fermentis — Safale US-05,
Fermentis — Safale US-04 e Mangrove-M44 US West Coast). Para analise de BU foi
aplicado o método definido pela ASBC (American Society Brewing Chemists) e EBC
(European Brewery Convention). Foram avaliados ao longo da fermentacao e apos a
maturagdo os seguintes parametros: numero de células vivas em suspensdo, pH,
teor alcodlico (v/v), extrato real e taxa de atenuacao. Diante dos dados obtidos foi
possivel observar uma maior perda dos compostos de amargor para as amostras
com a levedura Fermentis-Safale-US-05 a 107 cél/mL.°P tanto ap6s fermentacdo
(54,8%) como também, apds a maturagao (70%). Ja para a levedura Fermentis US-
04 foi possivel verificar diferengca ao término da fermentacdo entre as amostras
inoculadas a 107 e 10° cél./mL2P (49,4% e 39,6% de perda respectivamente). Apds a
maturacao nao houve diferencga significativa entre as amostras inoculadas com esta
cepa (perda em torno de 54%). Ja para a levedura Mangrove-M44 houve perda na
medida de amargor apds a etapa de fermentagéo, entre 39 e 50%, e de maturacgéo,
entre 53 e 63%. Todas as amostras mostraram perfis semelhantes de perda de BU,
sendo que a principal perda ocorreu nos primeiros dias de fermentagcao, no momento
em que ha um pico de multiplicacdo de células. Durante a maturacao todas as
amostras obtiveram perdas significativas dos compostos de amargor, indicando uma
associacao destes compostos a leveduras e a maiores perdas para as fermentagdes

de maior intensidade (com maiores concentracées de indculo).

Palavras chave: bebidas, leveduras, sabor, producao, fermentagéo.



ABSTRACT

The brewing industry has a worldwide presence, with beer being widely
consumed and widespread. The correct determination of the bitterness of beer is
fundamental to guarantee quality control in the production of this class of beverages.
Currently the measure of BU (Bitterness Unit) is the one adopted to predict the
bitterness of beer. Our objective in this project was to evaluate the alteration in
bitterness (BU) with the use of different strains of yeast and alteration of pitching rate
in the beer fermentation process (107, 108 and 10° cells / mL). Standard wort at 11.9
° P and 82.1 BU and Saccharomyces cerevisiae yeasts (Fermentis-Safale US-05,
Fermentis-Safale US-04 and Mangrove-M44 US West Coast) were used. For the
analysis of BU, the method defined by the American Society Brewing Chemists
(ASBC) and EBC (European Brewery Convention) was applied. The following
parameters were evaluated during fermentation and after maturation: number of cells
in suspension, pH, alcohol content (v / v), real extract and attenuation rate. In view of
the obtained data, it was possible to observe a greater loss of bitterness for the
samples with the Fermentis-Safale-US-05 yeast at 107 cells / mL.°P after both
fermentation (54.8%) and maturation (70 %). For Fermentis yeast US-04, it was
possible to verify the difference at the end of the fermentation between the samples
inoculated at 107 and 108 cells / mL (49.4% and 39.6%, respectively). After
maturation there was no significant difference between the samples (loss around
54%). For Mangrove-M44 yeast, there was loss of bitterness after fermentation
(between 39 and 50%) and maturation (between 53 and 63%). All of the samples
showed similar profiles of BU loss, and the main loss occurred during the first days of
fermentation, at a time when there was a peak of cell multiplication. During
maturation, all samples obtained significant loss of bitterness compounds. An
association of these compounds with yeasts and higher losses for higher intensity

fermentations (with higher concentrations of inoculum) is indicated.

Keywords: beverage, yeast, flavor, production, fermentation
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1. Introducao

A cerveja € uma das bebidas mais apreciadas e disseminadas no mundo,
possuindo sabor e aroma caracteristicos, devido a diversos compostos que sao
formados nas diferentes etapas de seu processamento. Sua disseminacgao, entre
outros fatores, pode ser relacionada a viabilidade de producdo em larga escala
(PIRES et al., 2014, GRASSI et al., 2014), sendo que a producdo mundial de cerveja
aumentou de 630 para 1846 milhdes de hectolitros nas ultimas quatro décadas
(BARTH-HAAS GROUP, 1971; BARTH-HAAS GROUP, 2013)

O maior consumo mundial ainda € referente as cervejas estilo Pilsen,
produzidas em larga escala pelas grandes industrias. No entanto, nos ultimos anos
tem-se observado um crescimento na disponibilidade de uma maior variedade de
estilos e tipos de cervejas no mercado nacional e internacional, produzidas por

cervejarias artesanais (ISTOE, 2013).

O amargor € um atributo muito importante e relevante na avaliagdo do
consumidor de cerveja. Sensorialmente, € um dos atributos de mais facil distingao
(HUGHES, 2000) e, além disso, contribui para um paladar mais equilibrado da
bebida (MALOWICKI; SHELLHAMMER, 2005). Sua intensidade varia dentre os
diversos estilos de cervejas existentes como, por exemplo, o estilo American India
Pale Ale que possui amargor caracteristico e intenso, diferindo do estilo American

Light Lager, que apresenta amargor mais suave (PAPAZIAN, 2006).

O sabor e aroma distintos da cerveja sdo as principais razbes para se
adicionar o lupulo a cerveja, conforme relatado por Moritz e Morris, 1981. Estes

autores ainda citam mais quatro motivos para a inclusdo do ldpulo na receita da

cerveja:
o Para precipitar determinados compostos nitrogenados do mosto;
o Para ser um agente filtrante na clarificacdo do mosto;
o Para atribuir efeito bactericida a cerveja;
o Para auxiliar na esterilizacdo do mosto;

Hughes e Simpson (1993) incluem também a melhoria do desempenho e

estabilidade da espuma.
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Os compostos aos quais € atribuido o amargor da cerveja sao os iso-a-acidos
(MEILGAARD, 1960). Sao produtos da isomerizagdo dos a-acidos, que ocorre
(compostos presentes no lUpulo) durante a fervura e clarificagdo do mosto. Os iso-a-
acidos sao soluveis e misturam-se na composi¢cdo da cerveja atribuindo assim o
amargor. Esses produtos da isomerizacdo sdo 0s principais responsaveis pelo
amargor da cerveja (ALMAGUER, 2014).

O amargor podera ser maior ou menor dependendo das diferentes
formulacdes e processos de producgdo. As diferentes etapas da cerveja podem ter
relacdo com sua perda ou aumento, como a fervura (LIU et al., 2009), maturacao
com dry-hopping, (uma técnica que consiste na adicdo de ldpulo ao final da
maturacao) (PARKIN, 2014) e fermentacao (LAWS, et. al, 1972).

Para quantificar o amargor da cerveja tanto a ASBC (American Society of
Brewing Chemists) quanto a EBC (European Brewery Convention) utilizam como
padrdao a medida de BU (Bitterness Units). Esta foi uma maneira encontrada para
quantificar numericamente o amargor da cerveja por espectrofotometria (HOWARD,
1968).

Existem outros fatores que podem influenciar no amargor, como o tipo de
levedura usada (HOUGH, 1961) e o método de fermentacéo. (LAWS, 1972).

Durante o processo de fermentacdo, uma pequena parte das perdas do
amargor é resultante da absorcao feita pelas paredes celulares das leveduras. E
também por efeitos de superficie, nos quais as substancias de amargor sao
carregadas para a superficie pelas bolhas de diéxido de carbono, resultando em
uma concentragdo consideravel destes compostos na espuma formada (LAWS,
1972).

2. Objetivo
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a influéncia da aplicacdo de
diferentes cepas de leveduras e concentragdes de indculo no amargor da cerveja,
em termos de unidades de amargor (BU).
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2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Avaliar as unidades de amargor (BU) ao longo da etapa de fermentacao,
utilizando diferentes cepas de levedura.

- Avaliar as unidades de amargor (BU) apds a etapa de maturacéo da cerveja

- Relacionar a variagao nas unidades de amargor (BU) da cerveja com outros
parametros como contagem de células, pH, teor alcodlico, extrato real e teor de
atenuacao.

3. Revisao Bibliografica

3.1 Mercado de cervejas

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo, representando
78,2% do consumo de bebidas alcodlicas. Em alguns paises seu consumo pode ser
ainda maior, como, por exemplo, no México, onde representa 93,3% do consumo de
bebidas alcodlicas (EUROMONITOR, 2014 apud GOMEZ-CORONA et al., 2016). O
consumo de cerveja nos Estados Unidos estd proximo a 231 milhdes de hectolitros
por ano (REID et al, 2014). Somente nas ultimas quatro décadas (1970 — 2010), o
volume mundial de producéo triplicou de 630 para 1.846 milhdes de hectolitros
(BARTH-HAAS GROUP, 1971; BARTH-HAAS GROUP, 2013). Ja no Brasil, entre
2010 e 2014, a producdo, segundo dados do Sicobe (Sistema de Controle de
Producao de Bebidas, 2015), aumentou 10%, atingindo em 2014 um volume de 141
milhdes de hectolitros. No entanto em relacdo ao consumo per capita o Brasil ocupa
a 262 posicao com 67,7 litros por ano. Na primeira posicao esta a Republica Checa
com o consumo per capita de 142,4 litros/ano (KIRIN HOLDINGS, 2016).

Nos dois ultimos anos o Brasil apresentou quedas consecutivas no volume de
producdo, atingindo em 2016 133 milh6es de hectolitros (reducdo de 5,7% frente

2014). Em termos de producdo mundial, o Brasil ocupa a terceira colocacao, ficando



14

atrds apenas da China (460 milhdes de hectolitros) e Estados Unidos da América
(221 milhées de hectolitros) (BARTH-HAAS GROUP, 2016), demonstrando a
importancia mundial do mercado brasileiro de cervejas.

E possivel observar uma tendéncia mundial de valorizacdo e crescimento do
mercado de cervejas artesanais. A ideia do chamado movimento de “cultura
cervejeira” € trazer cervejas cujo processo de produgdo, incluindo as matérias-
primas utilizadas, preze pela qualidade do produto (GIORGI, 2015, ELZINGA et al,
2015). Observa-se um aumento no numero de estabelecimentos relacionados a este
segmento, a disseminagao de eventos de cerveja artesanal, cursos de degustagao e
harmonizagao, cursos de beer somelier, cursos de producdo de cerveja caseira,
entre outros (GIORGI, 2015).

Um estudo sobre consumo de cervejas artesanais na ltalia revelou que
fatores que atraem o consumidor para a aquisicdo de cervejas artesanais podem
estar relacionados a aromas maltados, de mel e amendoados, geralmente nao
encontrados nas cervejas convencionais. O estudo ainda revelou que a ocasiao de
consumo de cervejas artesanais ocorre em bares ou com a familia (AQUILANI et al.,
2015). Ainda, um estudo sobre cervejas artesanais no México, revelou que alguns
fatores sdo importantes no consumo, tais como a busca por conhecimento, a
possibilidade de experimentar novos sabores e ter uma alternativa as cervejas
tradicionais. Além disso, 0 mesmo estudo revelou que o conceito de artesanal ainda
pode gerar um pouco de confusdo, ndo estando completamente definido, visto que
alguns consumidores ainda classificam como artesanais cervejas que sao
“industriais” (GOMEZ-CORONA et al., 2016). REID et al. (2014) ressaltam dois
fatores relacionados ao crescimento das cervejarias artesanais: 0s consumidores
comecam a buscar produtos e servigcos ligados a comunidade local e a insatisfacéo
dos consumidores com a cerveja comum, buscando cervejas mais saborosas e mais

fortes.

A exemplo do que também vem acontecendo em outros paises, é possivel
observar no Brasil um aumento das cervejas e cervejarias artesanais, havendo uma
diferenciacdao por parte do consumidor do produto artesanal daquele massificado
produzido em larga escala (GIORGI, 2015). No entanto, o consumo de cervejas
artesanais no Brasil ainda € restrito a certa parte da populacéo.
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Esta evolucéo é documentada por diversos meios de comunicacéo, dos quais
podemos citar a reportagem do portal de noticias ISTOE, 2013, que relata a
expectativa de crescimento do mercado de cervejas artesanais de 0,15% para 2%
em até uma década (ISTOE, 2013). Além disso, de acordo com ANTUNES, 2015, o
valor em vendas no segmento de cerveja artesanal no Brasil em 2014 foi de 700

milhoes de délares.

Este movimento de crescimento das cervejarias artesanais nao ocorre apenas
no Brasil. Nos Estados Unidos, a cerveja artesanal se desenvolveu a partir da
década de 1970 (HINDY, 2014 apud GOIA e CHAVES, 2016). Ao longo dos anos,
houve uma diminuicdo no numero de grandes cervejarias e um crescimento no
nuamero de cervejarias artesanais nos EUA, conforme pode ser observado na Figura

1, que apresenta dados de 1947 a 2013.
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Figura 1. Numero de grandes cervejarias e cervejarias artesanais nos Estados
Unidos. Fonte: Elzinga et al. (2015).

Dados da Brewers Association (Associacdo de Cervejarias Norte Americanas)
indicam um crescimento de 6,2% do mercado de cervejas artesanais no ano de
2016, atingindo uma fatia de 12,3% do mercado dos Estados Unidos. Estes dados
acompanham também o crescimento do numero de cervejarias, sendo que em 2016
foram contabilizadas 5.301 cervejarias norte americanas, sendo 5.234 artesanais. Ja

no Brasil ha em torno de 300 cervejarias artesanais comerciais.
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3.2 Producao de cerveja

Nao se tem registro do exato momento do surgimento da cerveja na
civiizagdo humana. As evidéncias mais antigas encontradas datam desde a
mesopotamia, 6.000 ou 7.000 anos atras (FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).
Desde entdo diversos ingredientes ja foram utilizados para sua produgdo como por
exemplo, mel, frutas e ervas aromaticas (MCGOVERN, P. et al., 2004). O lapulo foi
um dos ultimos ingredientes a serem introduzidos na receita, somente no séc. X que
se tem os primeiros registros de sua utilizacao (MEUSSDOERFFER, F. G, 2009). Ja no
século XV o lupulo se impde como principal aromatizante e conservante da bebida.
Em 1516, o Duque Wilhelm IV da Baviera promulga a Lei da Pureza, a
Reinheitsgebot. Esta lei determinava que os unicos ingredientes que poderiam ser
utilizados para fabricacdo da cerveja eram agua, malte e lupulo (HACKEL - STEHR,
K.,1987, apud MEUSSDOERFFER, F. G, 2009). Naquele momento ainda se
desconhecia a acao das leveduras, que posteriormente foram acrescentadas a lei.
Porém, até o momento, diversos ingredientes continuam sendo utilizados para
producédo de cerveja e com o crescimento das cervejas artesanais, novas receitas
surgem e novos ingredientes sao incorporados, embora, a base continue sendo a

mesma, tendo como principais ingredientes agua, malte, lUpulo e a levedura.

3.2.1 Agua

A agua corresponde a cerca de 95% da composicao da cerveja, e tem grande
importancia em todos os aspectos nas caracteristicas do produto. As cervejarias,
historicamente, se instalavam préximas as fontes de agua, e as caracteristicas da
agua influenciavam diretamente o sabor e aroma das bebidas. Isso fez com que
regides ficassem conhecidas por seus estilos de cervejas. Atualmente as cervejarias
tém capacidade para adaptar e tratar a agua de forma especifica para cada receita
(FERGUS G. P. e GRAHAM, G. S., 2006).

A composicao de ions da agua é extremamente importante no controle do pH
durante o processo de mosturagéo, assim como pode afetar diretamente a etapa de
fermentagdo. Compostos como Ca?*, Zn?*, Mn?*, Cu?*, Co?*, Mg?*, K* e Fe?*, por
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exemplo, sdo fundamentais para o desenvolvimento das leveduras (FERGUS G. P.
e GRAHAM, G. S., 2006).

Durante a fervura do mosto o pH ira influenciar a solubilidade dos a-acidos,
gue sdo mais solluveis a valores de pH mais elevados. Porém, com a precipitacao de
fosfatos e proteinas complexadas com calcio o pH tende a decrescer durante esta
etapa. Ja, durante a fermentacdo, o pH cai devido ao consumo de compostos
tamponantes do mosto, como por exemplo os aminoacidos livres presentes, e pela
producdo de &cidos organicos e secrecao de ions H* pelas leveduras (FERGUS G.
P. e GRAHAM, G. S., 2006).

3.2.2 Lupulo

O lopulo (Humulus lupulus) é uma trepadeira da famila Cannabaceae. Em
torno de 97% da producdo de lupulo é designada para a industria cervejeira. Os
principais produtores sdo Alemanha e Estados Unidos. Para produgdo de cerveja
séo utilizadas as flores da planta fémea, também conhecidas como cones. A colheita
ocorre entre o final do verao e o inicio do outono, quando as flores sao secas e
armazenadas sob refrigeracdo até sua utilizagdo (ALMAGUER et al, 2014). Nestas
flores se encontram resinas ricas em a-acidos, B-acidos e outras resinas. Os a-
acidos sdo os principais componentes de amargor, sao sollveis em agua e sao
isomerizados durante a fervura e clarificacdo do mosto, tornando-se mais sollveis.
Ja os B-acidos pouco contribuem com o amargor, sdo menos sollveis e quase nao
sofrem alteragdes durante a fervura do mosto (O’ROURKE, T., 2003).

Outros compostos de extrema importancia para a producao de cerveja sao os
Oleos essenciais presentes na flor do lupulo, que representam sua parte volatil.
Estes compostos vao proporcionar sabor e aroma e correspondem de 0,5 a 3% das
flores secas (ALMAGUER et al, 2014)

3.2.3 Malte

O malte é principalmente obtido a partir da cevada, por meio de um processo
de germinacao controlado. O malte de cevada possui composicao rica em amido e o
processo de maltagem proporciona a ativagdo das enzimas presentes na cevada,
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que serdo fundamentais para a quebra do amido em acgucares fermentesciveis
durante a producdo do mosto. Além disso, o malte também possui outros
componentes, como proteinas, vitaminas, minerais, polifendis, nucleotideos e
lipideos que serdo essenciais para o desenvolvimento da levedura na etapa de
fermentacdo (BOULTON e GUAIN, 2001).

3.2.4 Leveduras cervejeiras

A principal espécie de leveduras cervejeiras € a Saccharomyces cerevisiae,
utilizada em cervejas de alta fermentagdo (15 a 20°C). Leveduras desta espécie
também sao utilizadas nos produtos de panificagao, vinho, entre outras aplicagcdes.
Para cervejas de baixa fermentacdo (10°C ou abaixo), a espécie Saccharomyces
carlsbergensis é utilizada. Existem diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae
utilizadas na producao de cerveja, sendo que cada uma pode conferir diferentes
caracteristicas ao produto final, como producdo de compostos aromaticos (alcoois
superiores e ésteres) (FERGUS G. P. e GRAHAM, G. S., 2006). Foi identificado que
devido a presenca de um gene especifico (POF, PAD1), cepas utilizadas na
producdo de cervejas de trigo produzem aromas de cravo e baunilha (MEADEN e
TAYLOR, 1991). A variacdo de compostos fenodlicos volateis entre diferentes
cervejas e estilos de cervejas pode ser explicada pela alteracdo da atividade da
enzima Pad1 observada entre diferentes cepas de levedura de alta fermentacao
(VANBENEDEN et al., 2008).

3.3 Etapas da producao da cerveja

A producéo de cerveja consiste em 8 principais etapas, malteacao, moagem,
mosturacédo, separacdo do mosto, fervura, fermentacdo, maturacdo e envase.
Consiste basicamente na extragcdo do amido do malte de cevada e sua sacarificacao
para posterior fermentagcdo pelas leveduras. Na Figura 2 €& apresentado um

fluxograma simplificado do processo.
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Figura 2: Etapas do processo de producao de cerveja.

3.3.1 Malteacao

A malteacao tem inicio com a umidificagdo do grdo de cevada e é formada
uma cama de graos que irdo germinar e formar raizes. Esta cama é mantida em
temperatura e umidade controlada. Os graos passam a produzir diversas enzimas,
como por exemplo a e B amilases. Entdo este processo de germinagdo é
interrompido com aplicagdo de calor através da circulagdo de ar quente entre os
gréos. Este processo além de secar também contribuir para formag&o de cor e sabor
do malte. Em seguida, as raizes sdo separadas mecanicamente e o malte
armazenado para uso posterior (FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).

Embora o malte proveniente do grdao de cevada seja 0 mais utilizado, na
industria cervejeira podemos encontrar produtos obtidos com a utilizagdo de malte
de diversos outros cereais como por exemplo, trigo, centeio, e aveia e sorgo. Este
ultimo € bastante utilizado na producdo de cerveja no continente africano como
substituto do malte de cevada (FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).
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3.3.2 Moagem

O malte € moido de forma expor o endosperma do grao. Sendo assim, seus
componentes ficam mais expostos para a reacao de sacarificacao. Ao malte moido é
adicionada 4gua que sob aquecimento da inicio ao processo de mosturacao

3.3.3 Brassagem

A etapa de brassagem envolve a mosturagdo, separacdo do mosto e a

fervura.

A mosturagéo é a etapa do processo de produgcdo de cerveja na qual as
enzimas presentes na cevada germinada (principalmente a a e a p amilase) atuam
nas moléculas de amido, resultando, principalmente, em maltose e outros acucares.
Esta etapa também pode ser designada sacarificagdo (FERGUS G. P. e GRAHAM,
G. S., 2006). Estes agucares serao utilizados como substrato para o processo de
fermentagdo. Na mosturacao a temperatura ndo pode ultrapassar 72°C para que nao
haja desnaturacdo das enzimas (ROSA e AFONSO, 2015). Os parametros desta
etapa podem ser alterados para atingir uma determinada composi¢cdo do mosto. O
principal produto da agdo da B-amilase é a maltose, enquanto que a a-amilase
produz diferentes moléculas, desde glucose, maltose e maltotriose (fermentesciveis)
a moléculas com alto peso molecular como dextrinas (ndo fermentesciveis)
(MULLER, 1997).

Diferentes rampas de temperaturas sdo usadas no processo de mosturacao.
Este processo varia de acordo com o estilo de cerveja e das caracteristicas que o
cervejeiro pretende no produto final. Geralmente cervejas de alta fermentagéo
utilizam apenas uma temperatura durante toda a mosturacao, por exemplo 65°C por
1 hora. Este processo € favoravel tanto para a formagdo de aguUcares
fermentesciveis como no nitrogénio total livre. Temperaturas mais baixas (50-55°C)
na mosturacao favorecem a acao de proteases aumentando as concentragdes de
amino-nitrogénio livre. Temperaturas mais altas (65-70°C) favorecem acdo de
enzimas amiloliticas, aumentando a concentragdo de acgUcares fermentesciveis
(BOULTON e QUAIN, 2001).
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Na fervura, etapa subsequente a mosturacéo, ocorre a adicdo do lupulo ao
mosto, com a incorporagcao de compostos ligados ao aroma e amargor da cerveja.
Os a-acidos presentes no lupulo sdo os compostos responsaveis pelo amargor. Na
fervura, eles sao solubilizados no mosto e isomerizados. Logo apds a fervura, o
mosto é resfriado e segue para a etapa de fermentacdo (ROSA e AFONSO, 2015).
Além de favorecer a isomerizagdo dos a-acidos, a fervura também tem como funcéo
esterilizar 0 mosto, encerrar qualquer atividade enzimética remanescente, eliminar
alguns compostos volateis (por exemplo, dimetil sulfito que pode conferir sabor de
vegetal cozido a cerveja) e ajudar na clarificacdo da bebida (favorecendo a reacao
entre polifendis e proteinas, formando compostos insoluveis, e precipitando de
proteinas. Essa mistura resultante € chamada de “Trub”) (BOULTON e QUAIN,
2001).

Apls a fervura a 0 mosto é resfriado por trocador de calor a placas para a
temperatura de fermentacéo.

3.3.4 Fermentacao

A fermentacdo da cerveja € uma etapa em que ocorrem diversas
transformagdes bioquimicas, com a acéo das leveduras. Os agucares presentes no
mosto sdo transformados em etanol e COz, através do metabolismo das leveduras
(GRASSI et al., 2014; GIOVENZANA et al., 2014). E uma das etapas mais delicadas
para a producao da bebida (GIOVENZANA et al., 2014).

Mais detalhadamente, nesta etapa, a agdo das leveduras esta relacionada a
metabolizacdo de agucares e amino acidos e producao de etanol, CO2 e compostos
secundarios de aroma, como ésteres, alcoois superiores, compostos sulfurados,
acidos organicos, aldeidos e cetonas. Resumidamente, o desenvolvimento da etapa
de fermentacdo esta relacionado a composi¢cdo do mosto preparado e ao tipo e
condicao da levedura utilizada (GRASSI et al., 2014; GIOVENZANA et al., 2014).

De acordo com o tipo de fermentacdo, as cervejas podem ser divididas em
ales e lagers. As ales sao conhecidas pela alta fermentacao (pela Saccharomyces
cerevisiae entre 18 e 22°C) e as lagers sao conhecidas pela baixa fermentagéo (pela
Saccharomyces carlsbergensis entre 6 e 15°C) (GIOVENZANA et al., 2014). E
importante que haja um bom controle da temperatura para o bom desenvolvimento
das leveduras durante a fermentacao (ROSA e AFONSO, 2015).
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3.3.5 Maturacao

Apls a etapa de fermentagdo, ocorre reducédo da temperatura da cerveja até
0°C, condicdo em que ocorre o processo de maturagdo. Com a reducdo da
temperatura hd a decantagdo da levedura. Na maturagdo, ocorre estabilidade
coloidal da cerveja e o sabor da cerveja é aprimorado (BOULTON e QUAIN, 2001;
Rosa e Afonso, 2015), principalmente pela reabsorcdo pelas leveduras de
substancias de compostos indesejaveis produzidos durante a fermentagdo, como
por exemplo o diacetil que é reduzido para acetoina e butano-1,4-diol (BOULTON e
QUAIN, 2001; FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).

Ao final da maturacédo a cerveja pode ser centrifugada (este processo pode
reduzir a etapa de maturacdo, pois substitui a decantacdo da levedura e de
particulas nao soluveis formadas no processo) e filtrada para remocéo da levedura
residual e dar maior limpidez ao produto final (FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).

3.3.6 Envase

O fator mais critico no processo de envase € a incorporagao de oxigénio. Para
minimizar este fato, os equipamentos e linhas dos processos que precedem o
envase sao purgados com CO2. Como por exemplo, a alimentacdo do filtro e o
tanque que alimentara o equipamento de envase. Apds o0 envase a cerveja pode ou
nao ser pasteurizada. Caso nado seja, cuidados adicionais no processo de envase
devem ser tomados para evitar a contaminacao do produto (FERGUS G. PRIEST, G.
G. S, 2006). A pasteurizacdo busca a estabilidade microbiolégica para atender a
vida de prateleira, mas sem prejudicar a qualidade do produto final. Pode ser
realizada por tunel apds o envase ou por flash pasteurizacéo (trocador a placas). No
primeiro método o produto é submetido a temperatura de 60°C por 20 a 30 minutos,
enquanto que na flash pasteurizacao atinge 70°C por 20 a 30 segundos (BOULTON
e QUAIN, 2001).
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3.4 Lupulo e os Iso-a-acidos

Durante o processo de fervura e clarificagdo do mosto, no qual ocorre a
isomerizacdo dos a-acidos, a densidade especifica do mosto afeta de forma
significativa a taxa desta reacdo. A formacdo dos a-acidos estd apresentada na
Figura 3. Quanto maior a densidade, menor o fator de utilizacdo dos a-acidos (fator
que representa quantidade a-acidos convertida em iso-a-acidos presentes no
produto final). O aumento da densidade gera maior sedimentagdo dos compostos
qgue ocorre durante a fervura resultando entdo na reducao da utilizacdo dos a-acidos
adicionados ao processo. Além disso, um pH mais elevado do mosto aumenta a taxa
de isomerizagdo dos a-acidos. O tempo de fervura do mosto também impacta na
eficiéncia da isomerizagdo dos a-acidos, sendo que quanto maior o tempo maior a
fator de utilizagdo, porém ha uma maior eficiéncia com 90 minutos a 100°C (LIU et
al., 2009; FERGUS G. PRIEST, G. G. S, 2006).
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Figura 3. Isomerizacdo dos a-acidos durante fervura. Humulona: R=isobutil,
cohumulona: R=isopropil, adhumulona: R=sec-butil (URBAN et al., 2013).
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O melhor aproveitamento dos a 4cidos € uma busca da industria cervejeira,
ou seja, sdo subaproveitados ou por ndo serem isomerizados, ou entdo, por perdas
no processo até o produto final. O desenvolvimento de novos produtos e meios para
adicao destes a cerveja vém sendo estudados como forma de promover maior
consisténcia e uma reducao de custos (WHITEAR, 1986) apud (HUGHES e
SIMPSON, 1993). Este aproveitamento € medido pelo fator de utilizacao (%), que
reflete a porcentagem de a-acidos isomerizados na cerveja final frente aos a-acidos
presentes no lUpulo utilizado na fabricacdo (MCMURROUGH; CLEARY; MURRAY,
1986).

O fator de utilizacdo dos a-acidos pode ser maior com o uso de produtos
derivados do lupulo, como por exemplo, extrato isomerizado, extrato de lupulo,
pellets enriquecidos entre outros, principalmente quando sao produtos ja
isomerizados que nao precisam contar com a eficiéncia da isomerizacao que ocorre
na fervura. O momento do processo em que estes compostos sdo adicionados é
importante, ja que se adicionados antes da fermentagéo e filtragcédo da cerveja pode
haver a perda dos iso-a-acidos. A adigcdo apos estas etapas aumentara o fator de
utilizacdo (HUGHES e SIMPSON, 1993).

Os a-acidos provenientes do lupulo adicionado ao mosto resultam em duas
formas de iso-a-acidos, cis e trans (Spetsig, 1958, apud Almaguer et al., 2014). Os
isbmeros na sua forma cis possuem amargor mais elevado que na forma trans. Dos
seis principais a-acidos da cerveja, aquele com maior poder de amargor é a cis-
isohumulona, enquanto que o com menor poder de amargor € a isocohumuluna
(HUGHES E SIMPSON, 1996, apud ALMAGUER et al., 2014).

De forma a mensurar o amargor da cerveja foram desenvolvidos métodos
para realizar a extracdo dos iso-a-acidos. Em 1955, Rigby e Bethune, realizaram a
extracdo destes compostos com iso-octano em cerveja acidificada diluida em metil-
alcool e mediram a absorcdo da luz ultravioleta a 255nm, para estimar a
concentracdo dos mesmos. Os resultados obtidos foram correlacionados com um
painel sensorial de forma satisfatéria. Posteriormente, Rigby e Bethune (1955),
aprimoraram este método purificando o iso-octano com metanol acidificado e
obtiveram resultados ainda mais acurados. Também no ano de 1955, Moltke e
Meilgaard apud (BISHOP, 1967), realizaram um método semelhante, porém com a

medigao em ultravioleta a 275nm, com cerveja acidificada, mas sem qualquer outro
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tratamento. A diferenga entre os dois é que o aplicado por Rigby e Bethune
quantifica a iso-humulona, enquanto que o método de Moltke e Meilgaard a iso-
humuluna e outros compostos, que também conferem amargor a cerveja. Em 1967,
Bishop, discute os resultados obtidos por cada método e reporta a decisdo de se
adotar um unico método pela American Society of Brewing Chemists e a European
Brewery Conventiion. Sendo assim, as unidades de amargor obtidas pelo método
aplicado por Moltke e Meilgaard devem ser calculadas pela Equagdo 1, com isso
resultados semelhantes aos apontados por Rigby e Bethune sdo alcangcados com o
beneficio de se mensurar outros compostos de amargor além do iso-humulona
(BISHOP, 1967).

BU (Bitterness Unit) = Absorbancia 27snm x 50. (Eq. 1)

Em 1968, esta metodologia passou por um estudo colaborativo entre
laboratérios com amostras de cervejas fabricadas com lUpulos novos e velhos. Os
erros obtidos foram considerados pequenos (HOWARD, 1968). Novamente, no ano
2000, foi testada a reprodutividade e repetitividade deste método e os resultados
foram considerados satisfatérios (BENARD, 2000).

Entre as décadas de 1970 e 2010 a média de adicdo de a-acidos em cerveja
passou de 9,6 para 4,1 g/hl. Os fatores para esta reducdo foram o melhor
aproveitamento dos compostos de amargor € o enorme crescimento de mercados
consumidores de cervejas com menor amargor, como Estados Unidos e China. Além
disso, € evidenciada uma reducdo do amargor da cerveja mundialmente, resultado
de uma mudanca na preferéncia dos consumidores. Ja no ano de 2012 é possivel
verificar um movimento inverso, com um aumento do consumo de a-acidos por hl
que passou para 4,3 g/hl. Este aumento é atribuido ao aumento da producao de
cervejas artesanais com maior quantidade de lupulo, para obtencao de um produto
com amargor mais elevado e com mais presenca de sabores e aromas provenientes
deste ingrediente (ALMAGUER et al., 2014). Este movimento ocorre em grande
parte nos Estados Unidos e outros paises como lItalia, Argentina e Brasil.

A producdo de cervejas artesanais norte americana atinge cerca de 1% da
producao mundial, mas consome em torno de 10% da producao de lUpulo mundial.
E importante ressaltar que este segmento cresce a uma taxa de 15% ao ano e se
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espalha pelo mundo. Esta pequena movimentacao fez com que pela primeira vez,
desde 2008, ocorresse um aumento na area de plantio de ldpulo no mundo,
aumento impulsionado principalmente pelos Estados Unidos (ASSOCIATION
GERMAN HOP INDUSTRY, 2014). Entre os anos de 2004 e 2013 houve um
aumento de 90% no preco dos lupulos americanos (HOP GROWERS OF AMERICA,
2014). Por ser um ingrediente quase 100% importado, no Brasil, o preco do lupulo
também € influenciado pelo cambio, impactando diretamente nos custos de
producao.

Diante deste cenario é importante o melhor aproveitamento dos a-acidos do
lipulo no processo de fabricacdo da cerveja. Porém, o processo de isomerizacao
durante a fervura nao é totalmente eficiente e apenas 50% dos a-acidos séo
isomerizados (dependendo de alguns fatores). Além disso, apenas 25% do amargor
potencial permanece na cerveja (BAMFORTH, 2000).

Em estudo realizado por BENITEZ et al. (1997) sdo apontados fatores como a
transferéncia dos a-acidos do lapulo, a solubilidade destes em meio aquoso e o pH
(5,0 - 5,5) do mosto como importantes para o fator de utilizacdo sob condi¢gdes reais
de fabricagdo, atingindo ao final da fervura em torno de 50%, semelhante ao
apontado por BAMFORTH (2000). Porém, apés a fervura do mosto, DE COOMAN
(2007) verifica a perda de iso-a-acidos durante as demais etapas de fabricacao,
principalmente durante a fermentagéo, resultando em um fator de utilizagao final de
30 a 40 %.

3.5 Perda de amargor (iso-a-acidos) durante os processos

Laws et al. (1972) estudaram a perda de amargor durante 0 processo
fermentativo. Em seus resultados € possivel observar uma perda consideravel de a
e iso-a-acidos durante a fermentacdo da cerveja (84% e 31% de perda
respectivamente). Neste estudo foi possivel contabilizar 93% das substancias de
amargor perdidas durante a fermentacao. Sendo assim, pouco foi metabolizado pela
levedura. A maior perda ocorreu pela espuma que ficou aderida as paredes do
tanque de fermentacdo, seguida pela suspensao de leveduras na superficie da
cerveja. Perdas relacionadas as leveduras em suspensao e as leveduras que se
depositaram foram pequenas (representando entre 10 e 12% das perdas). Com a
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finalidade de recuperar estes compostos, foi estudado o ganho obtido com a
reincorporacao da espuma aderida as paredes do tanque a cerveja. Nas cervejas
em que a reincorporacdo foi realizada somente apds 18 horas de fermentacao,
apesar de se obter o ganho dos compostos, foi observado que a cerveja continua
formando espuma e novamente aderindo as paredes do tanque. Ja, nas cervejas em
que a formagdo de espuma foi controlada com uma reincorporagdo constante
durante as primeiras 30 horas de fermentagao, foi possivel obter uma maior taxa de
utilizacdo dos a-acidos. Aparentemente ao ficar muito tempo na superficie, os
compostos de amargor sdo parcialmente oxidados, dificultando assim a dissolucéo

na cerveja.

Neste mesmo estudo Laws et al. (1972) avaliaram o comportamento dos a-
acidos no mosto lupulado em que foi injetado COz2 por 20 a 30 minutos. Foi avaliada
uma concentracao de substancias de amargor na espuma que se formou, repetindo
0 mesmo experimento, mas com a adicao de etanol (1%) e observou-se que ha uma
reducdo da concentracado de a-acidos na espuma. Além do diéxido de carbono foi
avaliada se havia diferenca nos resultados com a utilizacdo de nitrogénio. Foram
obtidos resultados semelhantes indicando n&o haver uma relagcéo especifica com o
CO2. De acordo com estes resultados, Laws et al. (1972) realizaram uma
fermentagcdo de um mosto com e sem adicdo de etanol (1%) antes de inocular a
levedura para avaliar a concentragdo dos a-acidos. Como esperado houve um
aumento na concentragao de a-acidos (2,4 ppm no mosto padrdo e 3,6 no mosto
com adicao de etanol) e iso-a-acidos (14,6 ppm no mosto padrdo e 17,3 ppm no
mosto com adi¢c&o de etanol).

Outro fator no processo de fermentacédo é a densidade especifica do mosto.
Conforme abordado anteriormente, sabe-se que esta medida afeta diretamente o
fator de utilizagdo dos a-acidos, parametro este muito bem estudado no processo de
fervura do mosto. Com a finalidade de entender as perdas de a-acidos, durante o
processo de fermentagdo variando a densidade do mosto Laws et al. (1972)
preparam mosto nas densidades 1,030, 1,040 e 1,050 g/cm® e aos quais foram
adicionados extrato de lupulo, fervidos e fermentados. Pode-se observar que a
cerveja obtida com o mosto de maior densidade (1,050 g/cm?®) foi a menos amarga e
a de menor densidade (1,030 g/cm?) a mais amarga. Com o aumento da densidade

obteve-se uma maior perda dos compostos de amargor na espuma formada durante
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a fermentacao. Ap6s 18 horas de fermentacéo havia pouca formagao de espuma no
mosto a 1,030 g/cm® de densidade, diferentemente do mosto a 1,050 g/cm3. O
mosto a 1,050 g/cm?® continha inicialmente 830 mg de iso-a-acidos no total, destes
436 mg foram quantificados na cerveja obtida, enquanto que no mosto de menor
densidade com 840 mg de iso-a-acidos no total a quantidade recuperada no produto
final foi de 646 mg ambas as fermentagbes partiram com de 27 litros de mosto. As
perda de iso-a-4cidos durante a fermentacdo foram de 23%, 32% e 47% para 0s
mostos a 1,030, 1,040 e 1,050 g/cm® de densidade especifica (extrato original)
(LAWS et al, 1972).

Outro fator que pode afetar a perda dos compostos de amargor durante a
fermentagdo é a levedura. Verbelen et al. (2009), verificaram o impacto da
concentracéo de indculo de S. cerevisiae na fermentagdo de um mosto com extrato
original de 15°P e 404 ppm de amino-nitrogénio livre (Free Amino Nitrogen). As
concentragdes de indculo utilizadas neste estudo foram de 10, 20, 40, 80 e 120 x 108
células/mL de mosto. Diante dos resultados obtidos foi possivel observar uma
reducdo no tempo de fermentagcdo em 60%. O consumo dos amino-nitrogénio livres
reduziu com a elevagédo da concentragcédo de indculo. A contagem de células totais
aumentou com o aumento da concentracdo de in6culo. Mesmo assim, a
concentracdo de etanol nao variou de acordo com a concentracdo de indculo
utilizada na fermentacéo. Ja o pH foi mais baixo quanto maior a concentragdo. Com
relagdo ao amargor medido em unidades de amargor (Bitterness Units) de acordo
com o método da EBC (European Brewery Convention), nao houve diferenca entre
as diferentes concentracdes de inéculo. Os dados obtidos neste estudo estdo

expressos na Tabela 1:

Tabela 1 - Teor alcodlico, pH e amargor em fermentacoes com diferentes

concentracoes de inoculo.

Concentragdes de indculo (células/mL)

10x106  20x10®  40x10®  80x10®  120x10°
Alcool (% viv)  6,77+0,18 6,69+0,06 6,61+0,03 6,61+£0,01 6,68+0,00
pH 4,45+0,01 4,46+0,02 4,30+0,01 4,2+0,01 4,24+0,01
Amargor (BU) 21,8+0,1 20,7#1,6 20,4+0,3 20,5+1,3 24,5%0,3
Fonte: Verbelen et al. (2009).
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Os trabalhos encontrados na literatura ndo apresentaram resultados ao longo
do processo de fermentagdo e ndo houve avaliagdo do processo de maturacao da
cerveja. Estes foram objetos de estudo do presente trabalho. Vale ressaltar também
que os estudos apresentados utilizaram diferentes cepas de Saccharomyces

cerevisiae e diferentes concentra¢des de inéculo.

4. Materiais e Métodos
O plano de trabalho seguiu o fluxograma exposto na Figura 4.

Adicao do Fermentacdo
pulo Safale-US05

Envase

Preparacio o a do Fermentacdo
0 mosto osto Safale—US04

Envase

Fermentacdo
M44-US West

Envase

y

Medicao Medicao
BU BU

Figura 4. Fluxograma de trabalho

Os ensaios de fermentagdo e maturagdo foram realizados em triplicata para
cada levedura e concentragdo de inéculo. As andlises de unidade de amargor (BU),
pH, contagem de células em suspenséao, teor de alcool, extrato real e atenuagao
foram realizadas no mosto e nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11 e 14 (fermentacao) e no
dia 23 (p6s maturacéo) subsequentes a inoculagcao da levedura, sendo que o dia 1 é
igual 24 horas apos a inoculagdo. As amostras foram codificadas conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Codificacao dos ensaios realizados para cada cepa de levedura
e concentracao de inéculo.

Concentracéo de in6culo cel./mL.°P

Levedura 107 106 10°
Fermentis - Safale - US05 A7 A6 A5
Fermentis - Safale - US04 B7 B6 B5
Mangrove - M44 - US West Coast C7 C6 C5

4.1 Micro-organismos

As leveduras avaliadas neste estudo foram diferentes cepas de

Saccharomyces cerevisiae:

. Safale - US05, fabricante Fermentis, levedura seca.
. Safale - US04, fabricante Fermentis, levedura seca.
o M44, US West Coast, fabricante Mangrove Jack’s, levedura seca.

Estas cepas foram escolhidas por serem bastante utilizadas para fabricacdo
de cervejas especiais, nas quais dependendo do seu estilo o amargor € um atributo
determinante na caracterizagao do produto.

4.2 Fabricacao do Mosto

O mosto foi obtido a partir do extrato de malte seco da Liotécnica SEM-100
(controle MI116 — validade 04/2016), agua mineral Bonafont — Danone e lupulo em
pellets, variedade Nugget (a-acido 17,1%) safra 2013. Para a preparacao do mosto
foi utilizado tanque de ago inoxidavel com fonte de aquecimento por resisténcia
elétrica (MecHobby 50PIus) (figura 5). Foram adicionados 54 litros de agua e 6kg do
extrato de malte no equipamento e foi realizada a verificagdo da densidade e
temperatura inicial do mostro com densimetro marca Incoterm (escala 1,000 a 1,100
g/cm3) e termbmetro digital, tipo espeto com alarme da marca Incoterm para
correcao da leitura. A 50°C a leitura de 1,031 g/cm?3 para densidade corresponde a
1,042 g/cm?3 a 25°C.



31

A mistura foi fervida por uma hora e no inicio da fervura ocorreu a adigdo do
lipulo (110g em 60 litros de mosto). Apds a etapa de fervura o mosto foi resfriado a
temperatura de 18°C com o uso de um chiller de imersao, trocando calor com agua a
2°C. A 25°C foi verificada a densidade especifica do mosto com 1,0476g/cm3, o que

corresponde a um extrato com 11,8°P.

o

B P — e >
;§1’ S
SO~

- g

Figura 5. Preparagéo do mosto no equipamento MecHobby 50PIus.

4.3Fermentacao

Para o processo de fermentacdo o mosto foi dividido em 27 amostras de 1500

mL, cada qual acondicionada em frascos de vidros com capacidade de 2 L (Figura
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6), nos quais foram inoculadas as leveduras nas diferentes concentragbes de
indculo. As leveduras liofilizadas foram previamente reidratadas com agua (10ml/g
de fermento seco) a 27°C por 30 minutos. Posteriormente a ativacado, determinou-se
a contagem de células vivas de cada lote. A contagem de células vivas de levedura
foi realizada seguindo o0 método Yeast-3, Yeast Stains da ASBC (ASBC, 2015), com

microscépio optico (400 — 500x), camara de Newbauer e reagente azul de metileno.

Figura 6. Frascos de fermentacao do dia 2 para amostras da levedura Mangrove —
M44 — US West Coast. Da esquerda para direita as concentragdes de indculo sdo 107, 10% e
10° cel./mL.

As amostras foram inoculadas nas concentragdes de in6culo de 105 10 e 107
de células por mL de mosto.°P, e entdo, mantidas a temperatura de 18°C por 14
dias. Apos o 14° dia, as amostras foram acondicionas a 0°C para a etapa de
maturacgao.

O teor de alcool e as medidas de extrato real e aparente foram realizadas

pelo Beer Analyzing System (Anton Paar).
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As analises de amargor, contagem de células, e parametros fisico-quimicos
foram realizadas antes (mosto) e durante a fermentagao nos dias 1, 2, 3, 4, 5 (dias
de maior intensidade a atividade da levedura) e 7, 9, 11 e 14 (dias em que a
atividade da levedura é mais lenta indicando o termino da fermentacao) e apos a
maturacao (dia 23) para avaliar o efeito da fermentacao nos parametros analisados.

4.4 Anadlises
4.4.1 Medida de Amargor - Bitterness Units (BU)

As unidades de amargor foram determinadas pelo método Beer-23B, Beer
Bitterness, da ASBC (ASBC, 2015).

Foram utilizados como reagentes isooctano (2,2,4-trimetilpentano) 99%PA e
acido cloridrico 37% PA.

Para andlise de amargor do mosto, foram adicionados em tubo de centrifuga
de 50 mL de capacidade 5 mL de mosto, 5 mL de agua, 1 mL de solucao de acido
cloridrico 3 M e 20 mL de isooctano. Os tubos foram homogeneizados e colocados
no agitador (mesa agitadora — Tecnal) por 15 minutos e 100 BPM. Em seguida,
foram centrifugados (centrifuga modelo Omega |) por 5 minutos a 1164xg (2600rpm)
até a separacao de fases. O espectrofotbmetro (Beckman - Du-70
Spectrophotometer) foi calibrado apenas com isooctano e entdo foram lidas as
absorbancias das amostras a 275nm, realizando-se a limpeza das cubetas de

quartzo com isooctano entre a leitura de uma amostra e outra.

O BU foi calculado através da equagéo 2:
BU = Ab5275nmX 100 (Eq 2)

No caso da analise de amargor da cerveja, foram transferidos 5,0mL de
cerveja gelada e carbonatada, usando uma pipeta volumétrica de 5,0mL, para um
tubo da centrifuga de 50mL. Em seguida, foram adicionados 0,5mL de 3M HCI ao
tubo de centrifuga e 10mL de isooctano. Foi preparada uma amostra “controle”
usando 10mL de isooctano com 0,5mL de 3N HCIl. Os tubo foram agitados
manualmente de duas a trés vezes e em um agitador mecanico por 15 minutos a

100 BPM. Os tubos foram centrifugados em centrifuga modelo Omega | por 5
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minutos a 1164xg (2600rpm) até a separacdo de fases. O liquido da camada
superior de isooctano foi transferido para a cubeta de quartzo. O espectrofotdmetro
(Beckman - Du-70 Spectrophotometer) foi calibrado a 275nm com o “controle”. Em
seguida, foi feita a leitura das amostras a 275nm. O calculo foi realizado de acordo

com a Equacéo 3, sendo o valor sempre expresso em numeros inteiros.

BU (Bitterness Unit) = Absorbancia (275 nm) x 50. (Eq. 3)

4.4.2 Contagem de células

No caso do fermento seco reativado, foram adicionados 10mL de agua
destilada para cada grama de fermento lifiolizado, a aproximadamente 27°C. Apds
reconstituicdo, foi preparada uma solucao adicionando 1 £ 0,1 g de fermento Umido
em um Erlenmeyer e completado seu peso até 100 + 0,1g com solugdo de agua
salina 0,85%. No caso das contagens de células durante a fermentacdo, demais
diluicbes foram necessarias, de forma a atingir uma contagem entre 5 e 20 células
por quadrante. A solucdo foi agitada até a homogeneizacdo total. Foram entao
adicionados, em um tubo de vidro, 1 mL dessa solucdo diluida para 1 mL de azul de
metileno (0,01g/100mL). Uma gota dessa nova solucao foi transferida para a
cavidade da camara de Neubauer e coberta com uma laminula. A lamina foi
posicionada no microscopio (Axiostar — Zeiss) onde foi realizada a contagem de
células. Por fim, foram contadas as células de 5 quadrantes e em seguida contadas
somente as células vivas dos mesmos quadrantes (células ndo coradas — nao
azuis). Apés a contagem, foram calculados: o numero total de células e 0 nUmero de
células vivas por mL, através das Equagébes 4 e 5:

Ne cel totais L .
B —— n? cel contadas X fotor de diluicdo X volume do quadrado da cAmara
m

(Eq. 4)

Ne cel vivas . L .
— 1 - n? cel vivas contadas X fotor de diluicao X volume do quadrado da camara
m

(Ea. 5)
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O numero de células vivas por mL foi utilizado para calcular a quantidade de

levedura em gramas que foi inoculada para obter as concentragdes desejadas.

4.4.3 Analises fisico-quimicas

e pH

O pH foi determinado por leitura direta em potencidmetro calibrado com
solugdes tampao pH 4 e 7, marca Digimed, modelo DM-70, segundo o método Beer-
9, pH (ASBC, 2015).

e Teor de alcool

O teor alcodlico foi determinado por leitura direta do equipamento Alcolyzer
Beer - Anton Paar.

e Taxa de atenuacao (RDF — Real Degree of Fermentation)

A taxa de atenuacao (porcentagem de consumo de extrato real durante a
fermentagdo) informa em termos percentuais o consumo dos agucares presentes no
mosto inicial pela levedura durante a fermentagédo. Esta foi determinada por leitura
direta do equipamento Alcolyzer Beer - Anton Paar.

o Extrato Real (°Plato)

O extrato real consiste na concentracdo das substancias dissolvidas na
cerveja determinada em °P, desconsiderando a influéncia do alcool na aferigéo,
guando esta desconsideracao nao é aplicada é chamado extrato aparente.

As medidas de extrato real foram realizadas pelo equipamento Alcolyzer Beer
- Anton Paar, com seu resultado expresso em °P e corrigido de acordo com a

temperatura.
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4.5 Analise estatistica

Para analisar os dados e comparar as médias, foram realizados os testes
ANOVA e Tukey (p<0,05), usando o software XLSTAT (2016).

Para correlacionar os parametros avaliados, foi calculado o coeficiente de
correlagdo de Pearson (p) utilizando o software Microsoft Excel (Microsoft 2010®).
Para fins de classificacdo, as seguintes faixas foram utilizadas: baixa correlacéo
0,000 < r 2 0,200, alta correlacédo 0,601 < r = 0,800 e muito alta correcdo 0,801 <r =
1,000 (CHRISTMANN e BADGETT, 2009)

5. Resultados e Discussao

5.1Variacao de Unidades de Amargor ao longo da fermentacao e maturacao

A variagcdo da medida de Unidades de Amargor ao longo do processo de
fermentacdo e maturacdo de cada levedura e concentracdo inicial de inoculacéo
pode ser observada na Tabela 3. As amostras partiram de um mosto com 82,1 BU.
Os dados apresentados para o dia 1 sdo referentes a 24 horas apos a inoculacao do
mosto.
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Tabela 3. Médias de Unidades de Amargor durante fermentacao e maturacao a diferentes concentracoes de inéculo

comparadas utilizando Teste de Tukey.

Dia

A7 A6

A5

B7 B6

B5

C7

C6 C5

O J U B W N -

14
23

53,4 +1,5 74,0 1,8 **
37,7433 %P 564411 ™
36,2 £1,3 ™ 40,8 11,8 *
37,6 £1,7 ©P 456 41,6 P
40,0 +1,5 ¢ 44,8 +1,8 *P
437427 44,7 +49 "
39,2 41,7 *° 454413 °©
40,2 +2,3 ™ 49,2 +1,7 *C
37,142,1 “° 475415
239428F 360419

73,7 +2,8 A

64,0 +2,5 *°

46,2 +1,8 "
43,3 +1,6 *°
43,7 +2,3 °
49,5 +1,2 ¢
47,1 +1,9 *
49,8 +1,5 *

61,3 2,6 " 72,539 *
433414 571424 "%
39,8 £1,9 ©C 47,535 P
42,0 £2,7 *P 433 43,1 P
42,4429 “ 48914 °C
52,3423 % 50,9 3,9 "
42,2417 493411 %
43,5 +1,5 € 51,9 40,9 **

46,1 2,5 P 416 +28 ¢ 49,6 +38

377431

36,1432 °° 387+10%

76,0 +2,8 **
64,0 +2,8 *°
56,0 +2,7 °C
48,6 +5,3 **
46,9 +1,7 **
49,4 15,7 ***
50,5 +1,7 *%*
53,3 +2,0 °©
46,5 +3,8 °*
37,9 45,0 *F

61,2 +10,8 ™
351410 *P 513427 % 61,7415

34,2 3,8
35,3 +1,3
36,0 1,8
43,6 £2,9
38,9 +1,7
39,1 2,3
40,8 13,4

fcD

eCD

fCD

cB

eBC

fBC

69,1 +4,5 ™" 749 +0,8

431416 % 426 +2,4
45,7 +0,5 *F 40,6 +3,8 °*

46,4 +1,6 P 44,8 +2,1 "
54,0 £1,2 ® 49,4 +4,0 ¢
46,9 +2,0 *P 47,2 +2,5 *°
485 +1,5 VP 46,1 +1,3 *°P

bBC 50,4 1,3 P 479 +4,6 P
30,4 +1,7 °° 385443 % 342 428 F

As médias de uma mesma linha codificadas com letras mindsculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. As médias de uma mesma coluna codificadas com letras

maiusculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura US-04 e a letra “C” a levedura M44. Os

numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as seguintes concentragdes de inéculo 107, 108 e 105 cél./mL°P.
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Ao analisarmos os resultados da levedura A verificamos que logo no primeiro
dia de fermentacdo ha uma reducdo para as trés diferentes concentragdes de
inéculo na medida de Unidades de Amargor. Para a amostra A7, inoculada a uma
concentracédo de 107 cél./mL%P a queda é maior e difere das A6 e A5 ao nivel de 5%
de significancia. No segundo dia de fermentacao atinge o valor de 37,7+£3,3 BU e se
mantém neste patamar, variando até 43,7+2,7 durante o processo, mas chega ao
ultimo dia de fermentacao, dia 14, ao valor de 37,1£2,1. Ap6s o0 processo de
maturacao, dia 23, pode-se observar uma nova queda no valor de unidades de
amargor, atingindo 23,9+2,8 BU.

Foi possivel identificar este mesmo perfil de comportamento nas concentragdes
de inéculo 108 e 10° cél./mL2P (A6 e A5), porém a queda da unidades de amargor
ocorre de forma mais intensa entre os dias 2 e 3. Na concentragédo de 108 cél./mL2P
(AB), o patamar de unidades de amargor durante a fermentacdo € atingindo no
terceiro dia de fermentacgéao, 40,8+1,8 BU, chegando ao final do processo a um valor
de 47,5+1,5 BU e ap6s a maturagdo houve uma nova queda para 36,0+1,9 BU. O
valor apresentado no terceiro dia de fermentacdo é o mais baixo, porém nos dias
subsequentes apresenta um aumento. Entre todas as amostras o valor mais baixo
ocorre entre os dias 3 e 5 da fermentacao, podemos relacionar o aumento nos dias
subsequentes a uma maior solubilidade dos iso-a-acidos na presenca de alcool e
também a menor intensidade da fermentacao nestes dias com menor formacao de
espuma. Nao foram encontrados estudos que avaliam a perda de dos compostos de
amargor ao longo da fermentacéo, porém de acordo com os dados apontados Laws
et al. (1972), ha atribuicdo destes fatores tanto a perda como a maior retencao dos
iso-a-acidos.

Com relagdo a concentragdo de in6culo de 10° cél./mL2P, podemos observar
que os valores diferem ao nivel de 5% de significancia da amostra de 108 apenas no
segundo e terceiro dia de fermentagdo. A medida do dia 3 da amostra A6 apresenta
o menor valor. E ja a partir do dia 4 o valor atingiu seu patamar de 46,2+1,8. Apés a
maturacao o valor de unidades de amargor de A5 foi de 37,7£3,1, o qual ndo difere
ao nivel de 5% de significancia da amostra A6.

A levedura B também apresentou uma queda no valor de unidades de amargor
logo no primeiro dia de fermentagdo. Novamente, a amostra inoculada na

concentragcdo de 107 cél./mL°P ja apresentou uma maior redugdo da medida, e
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diferiu das amostras B6 e B5 ao nivel de 5% de significancia. A amostra B7 atingiu
um patamar nas unidades de amargor logo no segundo dia de fermentagéo
(43,311,4 BU) e chegou ao ultimo dia de fermentagdo com um valor de 41,6+2,8 BU.
No dia 7 atingiu um valor de 52,3+2,3 BU, podemos relacionar este aumento
novamente a uma maior solubilidade dos iso-a-acidos na presenca de alcool e
também a menor intensidade da fermentagdo nestes dias com menor formacao de
espuma. Apdés a maturagdo, a amostra B7 teve uma nova redugdo da medida de
unidades de amargor para 36,1+3,2.

Para as amostras B6 e B5 a queda da medida também se apresentou de forma
mais gradual, assim como observado nas amostras da levedura A, também
inoculadas a concentracdo de 10% e 10° cél./mL2P. A levedura B a concentracédo de
108 atingiu um no quarto dia de fermentagdo o menor valor (43,3+3,1 BU). A partir do
quinto dia atingiu o valor de 48,9+1,4 BU e se manteve nesta faixa até o ultimo dia
de fermentacéo, dia 14. Ap6s a maturagcdo ocorreu uma nova queda nas unidades
de amargor, chegando-se ao valor de 38,7+1,0.

Ao analisarmos a amostra B5, inoculada a concentragdo de 10° cél./mLeP
pode-se observar uma reducdo das medidas de unidades de amargor ainda mais
gradual que as amostras inoculadas a 107 e 10° cél./mL2P. A amostra B5 apresenta
reducdées de unidades de amargor até o quinto dia de fermentacdo. Em seguida,
houve uma elevagdo que se manteve até o dia 11 para posterior queda no dia 14
quando apresenta nova queda atingindo um valor de 46,5£3,8. Ap6s a maturacao
pode-se observar uma reducado na medida, comportamento também observado nas
demais amostras, atingindo um valor de 37,9+5,0 UA.

A levedura C também apresentou uma queda de unidades de amargor logo no
primeiro dia, sendo que a amostra C7 inoculada a concentracdo de 107 cél./mL2P
teve uma maior reducéo frente as amostra C6 e C5 inoculadas a concentragéo de
108 e 10° cél./mLeP, respectivamente, e difere ao nivel de 5% de significancia. Logo,
no segundo dia de fermentagdo a amostra C7 atinge um patamar para medida de
unidades de amargor ao longo do periodo de fermentacado. Porém apresenta valores
mais baixos entre os dias 2 e 4. Ja nos dias subsequentes obtivemos valores
maiores, fechando a fermentagdo no dia 14 com valor de 40,8+£3,4 BU. Apo6s a
maturacao, dia 23, o valor para unidades de amargor reduziu para 30,4+1,7.

A amostra C6 apresenta comportamento semelhante a amostra C7, logo no
segundo dia atingiu um patamar de unidades de amargor que se manteve até o final
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do periodo de fermentacdo. No dia 2, atingiu um valor de 51,3+2,7 unidades de
amargor, apesar de nos dias seguintes apresentar valores mais baixos. Nos ultimos
dias de fermentacdo os valores obtidos continuaram no mesmo patamar, fechando a
fermentagcdo no dia 14 com valor de 50,4+1,3. Apdés a maturacdo também foi
possivel verificar uma nova queda medida para 38,5t4,3.

A levedura C a concentragdo de 10° apresenta quedas no valor de unidades de
amargor até o quarto dia de fermentagdo, no quinto dia houve um aumento da
medida atingindo um patamar que se manteve até o dia 14, dltimo dia de
fermentagdo. No dia 4 atinge o valor de 40,6+3,8 BU e ao final da fermentacéo
47,914,6 BU. Assim como em todos 0s casos anteriores é possivel observar uma
reducdo na medida ap6s a maturacao, dia 23, atingindo o valor de 34,2+2,8 BU.

De acordo com os dados apresentados foi possivel verificar que durante a
fermentacdo houve uma maior queda nas unidades de amargor para as amostras
inoculadas a concentragdo de 107 cél./mL°P. As amostras A7, B7 e C7 nao
apresentaram diferenca ao nivel de 5% de significancia, sendo assim nao houve
variacdo para este resultado entre as cepas de leveduras estudas para esta
concentracao de in6culo.

Ao analisarmos as demais concentragoes (106 e 10° cél./mL°P) podemos
verificar, que dentre as trés cepas de levedura estudas nédo houve diferenca ao nivel
de 5% de significancia (A6, A5, B6, B6, C6 e C7).

Outro ponto a se destacar € que nao houve diferenca ao nivel de 5% de
significancia entre as amostras A5, B7, B5 e C7, que possuem concentracboes de
indculo de 107 e 10% cél./mL2P. Podemos observar que apesar de ndo haver uma
diferenca significativa entre os resultados obtidos das concentragées de 106 e 10°
cél./mL2P, as amostras inoculadas a 10° possuem valores mais baixos e ndo diferem
dos valores obtidos por amostras inoculadas a 107, que apresentaram os valores
mais baixos para unidades de amargor. Sendo assim, é possivel verificar que a
reducdo das unidades de amargor das amostras inoculadas a 10° é maior que das a
108, porém inferior aos resultados obtidos das amostras a 107 cél./mL2P.

Diante dos dados obtidos pdés maturacdo, periodo em que as amostras ficaram
armazenadas a 0°C durante 10 dias, podemos verificar que a amostra A7 atingiu o
menor valor de unidades de amargor dentre todas as outras, frente ao valor do
mosto original apresentou uma reducéo de 70%. A amostra C7 foi a segunda em
reducdo, atingindo um valor 62% abaixo da medida do mosto original. As demais
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amostras ficaram na faixa de 55% de reducao e ndo obtiveram diferenga ao nivel de
5% de significancia entre si. Vale salientar que as amostras B5 e C5 néo tiveram
diferenca significativa (5%) frente a amostra C7, novamente mostrando uma
tendéncia de maior reducao das unidades de amargor para amostras inoculadas na
concentracédo de 10° do que as inoculadas a 10° cél./mL2P. J& a amostra B7, que ao
final do processo de fermentacao apresentava valor ndo diferente da amostra C7 (ao
nivel de 5% de significancia) obteve uma redu¢cdo menor que as demais amostras
durante a maturacdo, resultando em um valor que nao difere das amostras
inoculadas na concentragédo de 10% e 10° cél./mL2P.

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que os primeiros dias
de fermentacdo e o processo de maturacao tiveram grande impacto na reducao das
unidades de amargor para todas as amostras. Na Tabela 4 sao apresentados os
valores das redugdes de amargor ao longo dos dias analisados, partindo de um
mosto com 82,1 BU. As células marcadas em vermelho representam os dias de

maior reducao frente ao dia anterior.

Tabela 4. Variacao entre as médias das unidades de amargor frente ao
dia anterior.

Dia A7 A6 A5 B7 B6 B5 C7 C6 C5
266 60 -63 -187 -75 -40 -188 -10,9 -5,1
-15,7 175 -9,7 -18,0 -154 -120 -26,1 -17,8 -13,2
-1,5 =156 -178 -35 96 -79 -09 -82 191
14 48 29 22 42 74 10 26 -20
24 08 04 04 56 -17 08 07 42
38 00 59 100 20 25 76 75 46
9 46 07 -24 -101 17 11 47 -71 -22
1 11 37 27 13 26 28 02 15 -11
14 31 -1,7 37 -20 -24 68 17 20 17
23 -132 115 -84 -54 -109 -85 -104 -120 -13,6

A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura US-04 e a

N o B~ =

letra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as

seguintes concentragdes de indculo 107, 10% e 10° cél./mL2P.

De acordo com a Tabela 4 pode-se observar que as amostras inoculadas as
concentragdes de 107 cel./mL tiveram maior queda logo no primeiro ou segundo dia
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de fermentacéo, sendo o dia 1 para a amostra A7, os dias 1 e 2 para a amostra B7 e
o dia 2 para a amostra C7. Ja com relagdo as amostras inoculadas na concentracao
de 108 e 10° os dias de maior queda foram entre os dias 2 e 3.

Nas Tabelas 5 e 6 podemos verificar que o processo de fermentacao foi
responsavel por pela maior parcela da redugédo das unidades de amargor, em torno
de 77% dentre as amostras observadas. J& a maturagdo representou uma
contribuicdo de 23% na redugéo.

Tabela 5. Reducao das unidades de amargor durante a fermentacao e
porcentagem de perda frente a reducao total dos processos de
fermentacao e maturacao.

Dia A7 A6 A5 B7 B6 B5 C7 C6 C5
Fermentagao 429 -32,5 -339 -38,5 -304 -33,5 -39,2 -29,6 -32,1
% perda 76% 74% 80% 88% 74% 80% 79% 71% 70%

A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura US-04 e a
letra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as
seguintes concentragdes de indculo 107, 10® e 105 cél./mL2P.

Tabela 6. Reducao das unidades de amargor durante a maturacao a 02C
e porcentagem de perda frente a reducao total dos processos de
fermentacao e maturacao.

Dia A7 A6 A5 B7 B6 B5 C7 C6 C5
Maturacéo -132 115 -84 54 -109 -85 -104 -12,0 -13,6
% perda 24% 26% 20% 12% 26% 20% 21% 29% 30%

A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura US-04 e a
letra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as

seguintes concentragdes de indculo 107, 10% e 10° cél./mLeP.

Para a levedura A (Fermentis — Safale — US-05) houve maior perda dos
compostos de amargor para a concentracdo de 107cél/mL.2P, cerca de 54,8% ao
final da fermentagéo, chegando a 70% de perda apds a maturacdo. Enquanto que
para as concentracoes de 10% e 10° cél./mL°P nao houve diferenca (46,8% na

fermentagéo e 36,8% na maturacgéo).
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Para a levedura B (Fermentis — Safale — S-04) ao término da fermentacao
houve diferenciacdo apenas entre as amostras inoculadas a 107 e 106 cél./mLeP,
com uma perda respectiva de 49,4% e 39,6%. Apds a maturacdo nao houve
diferenca significativa entre as trés inoculagdes testadas.

Quanto a levedura C (Mangrove — M44 — US West Coast), as amostras
inoculadas a 10% e 10° cél./mL2P n&o apresentaram diferenca significativa ao final da
fermentacgao.

As perdas apontadas neste estudo sdo semelhantes ao maior valor verificado
por Laws et al. (1972), em que os valores variaram entre 23, 32 e 47% de perda dos
compostos de iso-a-acidos durante a fermentacdo. A maior perda neste estudo
ocorre no mosto de maior densidade especifica dentre os avaliados, 1,050
g/cm3(12°P), semelhante a densidade utilizada neste estudo. Laws et al. (1972)
relacionam esta perda maior a maior atividade das leveduras durante a fermentagéo,
na qual houve maior perda de compostos pela formacdo de espuma e maior
adsorcao pelo fermento e espuma. Podemos relacionar esta maior atividade as
fermentagdes que ocorreram com maior concentracdo de in6culo e tiveram maior
reducdo nas unidades de amargor.

Conforme relatado por Boulton e Quain, 2001 durante a maturacdao ha
decantacao das células de levedura e de outros compostos. Desta forma, esperava-
se uma reducdo das unidades de amargor apo0s a maturacdo, j4 que ha uma
associacao destes compostos a parede celular das leveduras.

5.2Variacao da contagem de células ao longo da fermentacao e maturacao

A variacdao da contagem de células ao longo do processo de fermentacao e
maturacao de cada levedura e concentracao inicial de inéculo pode ser observada
nos graficos apresentados a seguir (Figuras 7, 8 e 9). O dia 1 representa a coleta

para analise apos 24 horas a inoculagao do fermento.
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Figura 7. Contagem de células em suspensao durante o processo de fermentacao e
maturagao da levedura A inoculadas inicialmente a 107, 106 e 105 cél./mL°P (amostras A7,
A6 e A5, respectivamente).
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Figura 8. Contagem de células em suspensao durante o processo de fermentacao e
maturagao da levedura B inoculadas inicialmente a 107, 106 e 105 cél./mL°P (amostras B7,
B6 e B5, respectivamente).
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Figura 9. Contagem de células em suspensao durante o processo de fermentacao e
maturagao da levedura C inoculadas inicialmente & 107, 108 e 10° cél./mL2P (amostras C7,
C6 e C5, respectivamente).

Logo no primeiro dia de fermentacdo € possivel notar a diferenca significativa
nas amostras inoculadas na concentragdo 107 cél./mL°P frente as demais
concentragdes de indculo. Como esperado e também verificado por VERBELEN et
al. (2009), a contagem de células em suspensao € substancialmente maior para
maiores concentragdes de indculo, sendo que a amostra A7 apresentou 0 maior
valor. J& no segundo dia houve uma queda no valor paras as trés leveduras em
estudo, porém a queda foi maior para a amostra A7, atingindo valor de 61,7+2,3x10°
cel./mL, enquanto que para a amostra B7 a contagem de células em suspensao
ainda foi elevada, 156,0+6,0x10® cel../mL e para amostra C7 uma queda mais
branda foi apresentada, 99,3+13,6x10° cel../mL. No terceiro dia de fermentacédo a
amostra A7 apresentou nova queda significativa para o valor 3,5+1,8x10° cel./mL e
se manteve neste patamar até o final da fermentacao, dia 14. Ja para a amostra da
levedura B inoculada a concentracdo de 107 cél./mL°P temos a primeira queda
significativa na contagem de células em suspensao no dia 3, atingindo um valor de
44,2+15,8x10° cel./mL. Esta atingiu um patamar de 8,1+2,2x10° cel./mL no quarto
dia de fermentacao que se manteve até o dia 14. O mesmo ocorreu para a amostra
C7 que apresentou uma queda no terceiro e quarto dia, atingindo um patamar que
se manteve até o final da fermentagdo, quando atingiu um valor de 6,6+4,4x10°
cel./mL.
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Para as amostras inoculadas a 10% e 10° cél./mL2P o pico de contagem de
células em suspenséo ocorreu no terceiro dia de fermentagéo, entre 92,6+5,9x10°6 e
52,9+8,0x10° cel./mL. Logo é possivel notar o aumento da contagem do dia 1 ao dia
3, com excecao da amostra B5 que atingiu o pico no quarto dia do processo
fermentativo, um valor de 45,4+1,6x10% cel./mL. As amostras A6, A5 e C6 nao
apresentaram diferenca ao nivel de 5% de significancia, assim como ocorreu entre
as amostras B6, C6 e C5.

No quarto dia de fermentagdo as amostras inoculadas na concentracio de 108
céel./mL°®P atingiram um patamar na contagem de células e nao diferiram entre si ao
nivel de 5% de significancia. Enquanto que para as amostras inoculadas a 10°
cél./mL°P o patamar foi atingido no quinto dia.

Com relacao a etapa de maturacao foi possivel observar uma nova queda na
contagem de células em suspensao para todas as amostras, de tal forma que nao
houve diferenga ao nivel de 5% de significancia entre elas.

De acordo com Boulton e Quain, 2001, a contagem de células em suspenséao
atingiu o seu valor maximo aproximadamente ap6s 100 horas do inicio da
fermentacdo, para depois decair com a desaceleracdo da taxa de fermentacao.
Podemos verificar este comportamento apenas nas amostras inoculadas nas
concentragdes de 108 e 10° cél./mL2P.

Ao compararmos os dados obtidos da contagem de células em suspensao a
perda das unidades de amargor, € possivel notar nas amostras inoculadas nas
concentragdes de 10% e 10° cél./mL2P que ao aumentar a contagem de células a
cada dia também h&a um aumento na queda da medida de BU. Este fato ocorre entre
o primeiro e o terceiro dia de fermentagdo. Ja para as amostras inoculadas a 107
cél./mL°P a queda de BU cessa logo no segundo dia de fermentacdo, quando
também é possivel notar uma queda na contagem de células, conforme observado

na Figura 10.
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Outro ponto que chama a atencdo € com relacao aos picos na contagem de
células em suspenséo, que sdo menores para as amostras inoculadas a 10 e 10°
cél./mLeP, variando ente 92 e 45,4 cél.108/mL. Enquanto que para as amostras
inoculadas a 107 cél./mL2P os picos variaram entre 258,3 e 191,7 cél.108/mL.
Resultados semelhantes foram obtidos por EDELEN et al. (1996) em que foram
avaliadas quatro diferentes concentragdes de inéculo 12,8; 30,3; 53,8 e 74,9 x108
cel/mL, em um mosto com por volta de 16°P. Neste estudo a maior concentragao de
indculo apresentou um pico por volta de 145x108 cel/mL apds aproximadamente 60
horas de fermentacdo. Ja no presente estudo a maior concentracdo de indculo
utilizada 107 cél./mL2P, que corresponde a 119x108 cel/mL, apresentou picos entre
258,3 e 191,7x108 cel/mL.

Edelen et al. (1996) também avaliou o impacto das diferentes concentracées de
inéculo na medida de BU. Neste estudo, os resultados de unidades de amargor mais
baixos foram observados para as amostras inoculadas a uma maior concentragéo.
Este resultado € atribuido a perdas para a parede celular das células de levedura,
mais presentes em maiores concentragcdes de inoculo, e a maior formacdo de
espuma devido a fermentacdo mais vigorosa. Na Tabela 7 sao apresentados os
resultados obtidos entre as diferentes concentracdes de indculo. Nao foram
mensuradas as perdas ao longo da fermentacao.

Tabela 7. Medida de BU (Bitterness Units) em relacao a concentracao de

inoculo.
Célsx10%mL  BU
12,8 24,6
30,3 21,6
53,8 20,7
74,9 18,7

FONTE: EDELEN et al., 1996

Ja VERBELEN et al.(2009) também realizaram a verificagdo do impacto da
concentragcdo de inéculo na medida de BU. Neste estudo foi utilizado um mosto a
15%P e as seguintes concentragdes de in6culo: 10 x108 cel/mL, 20 x10° cel/mL, 40
x10° cel/mL, 80 x108 cel/mL e 120 x108 cel/mL. Porém nao foi observado uma
diferenca no resultado de BU para as diferentes concentra¢cdes conforme Tabela 8
abaixo.
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Tabela 8. Medida de BU (Bitterness Units) em relacao a concentracao
de indculo.

Céls x105/mL BU

10 21,8+0,1
20 20,7+1,6
40 20,4+0,3
80 20,5%+1,3
120 24,5+0,3

Fonte: VERBELEN et al., 2009.

No presente estudo podemos observar comportamento semelhante aos
resultados obtidos por EDELEN et al. (1996). Ao final do processo de maturacédo
pode-se verificar uma diferengca na medida de BU para as amostras com maior
concentracao de inéculo.

Estudos indicam uma associacdo das substancias do lUpulo, assim como os
compostos de amargor, a parede celular das leveduras (LAWS et al., 1972; HOUGH
e HUDSON, 1961; DIXON, 1967). Tanto que parte dos compostos de amargor
perdidos durante a fermentacdo podem ser recuperados junto as leveduras
(BOULTON E QUAIN, 2001 apud KIENINGER E DURNER, 1982). Sendo assim,
podemos atribuir ao fato da maior queda de BU logo nos primeiros dias de
fermentagdo ao aumento significativo da massa de levedura, principalmente nas

amostras inoculadas a concentragao de 107 cél./mL2P.
5.3Variacao do pH ao longo da fermentacao e maturacao
A variagéo do pH ao longo do processo de fermentagdo e maturagdo de cada

levedura e concentracdo inicial de in6culo pode ser observada na Tabela 9. A
fermentacao partiu de um pH inicial de 5,41.
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Tabela 9. Médias do pH durante fermentacdao e maturacdo a diferentes concentracoes de indéculo comparadas
utilizando Teste de Tukey.

Dia A7 A6 A5 B B6 B5 c7 C6 C5

I 4411003% 5244001 % 5384002 % 4461000 # 524 10,03 °® 536 4002 4384003 “* 513005 * 532 10,06
2 4211003% 486003 % 5341008 % 420002 ®P 4911002 % 5324013 " 4431008 " 473009 % 523 10,14 ¥
3 4194004 % 4431003 “ 4741003 % 4101002 ™ 4321002 4911003 % 437 +003 M 446 +002 P 460 10,05
4 4154002 “F 4431002 ™ 452 1002 412 1001 P 4254003 °P 4431005 C 440 1003 ™ 444 +001 °P 443 1002
5 4281004 451 1004 ®P 457 1002 ° 421 1002 ®P 4311006 © 438 10,04 “F 442 1001 ** 450 :004 *° 446 1001 P
7 4264003 “BP 447 1000 °* 451 1001 P 420 £005 ®P 432 10,04 P 436 10,02 ¥ 444 +002 445 1006 PP 441 10,04 *C
9 4181001 “* 4401004 = 4431002 ® 4151003 °P 425 10,04 “P 429 10,02 ™ 431 +003 *C 436 001 ** 436 10,02 *°

14
23

421 0,06 " 444 40,03 F 449 1001 *© 423 +003 % 431 1003 ©° 4,32 +0.03 D 438 +0,01 XM 445 40,02 PP 441 0,04
431 40,02 ©*® 455 40,04 © 450 10,04 P 428 +003 ® 432 10,06 ©° 440 +003 P 440 10,02 “P 445 +004 *P 447 10,03
420 £0,03 O 438 40,05 441 10,11 4,18 +007 P 419 1001 P 425 +002 ©E 433 10,03 B 445 4002 °P 442 +0,06 ©

As médias de uma mesma linha codificadas com letras mindsculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. As médias de uma mesma coluna
codificadas com letras mailsculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura
S-04 e aletra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as seguintes concentragées de indculo 107, 108 e 10°
cél./mL°P.
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Ao observamos os dados apresentados € possivel verificar que logo no
primeiro dia de fermentagdo hd uma queda no pH das amostras inoculadas a
concentragédo de 107 cel./mL.°P e que diferem ao nivel de 5% de significaAncia das
demais amostras.

Ja no dia 2 ha uma clara diferenciacdo do pH para cada concentracdo de
indculo, sendo que as amostras A5, B5 e C5 pouco alteraram frente ao dia anterior e
nao diferiram entre si ao nivel de 5% de significaAncia. Enquanto que para as
amostras A6, B6 e C6 houve uma queda frente ao dia 1 e também nao diferem entre
si ao nivel de 5% de significancia. A amostra A7 nédo diferiu de B7 e C7, porém
houve uma diferenca significativa de 5% entre as amostras B7 e C7.

VERBELEN et al. (2009) também relata um pH final menor para mostos
inoculados a maior concentracao de cel./mL.°P. Esta queda durante a fermentacao
esta relacionada a assimilagédo de aminoacidos e fosfatos pela levedura, assim como
pela formacado de acidos organicos e CO2 (BOULTON e QUAIN, 2001; COOTE e
KIRSOP, 1976).

5.4Variacao do teor de alcool ao longo da fermentacao e maturacao
A variacao do teor de alcool ao longo do processo de fermentagédo e maturagcéao

de cada levedura e concentragao inicial de in6culo pode ser observada na Tabela
10.



52

Tabela 10. Médias do teor de alcool durante fermentacao e maturacao a diferentes concentracoes de indculo

comparadas utilizando Teste de Tukey.

Dia A7 A6 A5 B7 B6 B5 C7 C6 C5

1 1431014 ®F 0191014 0,18 40,10 2,11 +0,05 ®C 085 +147 *C 0,13 10,19 F 254 1031 ® 007 0,03 € 0,00 10,03
2 368006 073001 0254010 % 371020 % 0634008 “C 0,10 £0,10 = 410008 % 141050 ® 0,18 0,05
3 406006 ® 275:009% 1251014 4521001 % 2621007 ® 044 1001 F 4,25 +0,03 % 319 1008 © 2,17 10,04 ¢
4 425008 P 351 40,10 € 273 1037 P 454 1012 % 373 +0,06 % 198 1015 4,31 +0,08 ®*® 394 1008 ** 305 1021 *°
5 4474009 ® 401016 © 3531014 © 464 1009 # 4,11 +0,00 ° 327 1008 © 4,40 0,02 414 +0,05 "*® 4,04 +0,18 %
7 445006 % 424 0,04 P 402 +0,07 *® 465 1004 # 435 £0,04 ™ 391 1010 % 4,40 £0,08 ™*® 427 10,03 **® 425 10,05 °*
9 4551010 *® 445 10,11 % 435 10,12 ® 488 1026 ** 4,70 10,14 ®* 427 0,09 450 +0,05 P 4,49 +0.28 430 10,04 **

14
23

461 0,05 @8 454 0,04 ©*EC 448 +0,05 °* 470 1003 # 4,62 £0,03 ®* 449 40,05 ‘9
467 +0,06 8 461 40,08 "8 464 1006 ®* 472 4003 # 4,68 0,00 ®* 4,62 0,02

453 40,02 "N 444 40,02 8 439 +0,03 %
458 +001 ™ 451 40,03 “* 446 002

482 4009 479 40,08 ™ 4734010 ®* 461 +035 P 405 £0.17 ®* 4,15 +053 P8 387 1020 °° 4,03 +0,31 P 405 +060

As médias de uma mesma linha codificadas com letras minusculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. As médias de uma mesma coluna

codificadas com letras mailsculas iguais ndo diferem entre si a p<0,05. A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura

US-04 e a letra “C” a levedura M44. Os nimeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as seguintes concentragdes de indculo 107, 106 e 10°

cél./mLeP.
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Segundo os dados apresentados na Tabela 10 é possivel verificar que as
amostras inoculadas a uma concentragdo de 107 cél./mL°P apresentaram um
aumento rapido do teor alcodlico e se diferenciam das demais (ao nivel de 5% de
significancia) logo no segundo dia de fermentagédo. Apds este periodo a levedura C
atingiu um patamar de teor de alcool acima de 4% (v/v). J& as amostras inoculadas a
concentragdo de 10° cél./mLeP apresentaram uma elevacdo do teor de alcool mais
rapida que as amostras inoculadas a 10° cél./mL°P. Porém ao final da fermentagao
todas as amostras apresentam teor alcodlico préximo a 4,5%(v/v).

Apb6s a maturacdo nao houve variacao significativa (5%) frente ao ultimo dia de
fermentacdo para todas as amostras, exceto para a amostra C1 que apresentou
uma queda no teor alcodlico.

A Figura 11 apresenta a correlacao entre os dados de teor de alcool e BU
para cada uma das condicdes estudadas. E possivel verificar que para todos os
casos, existe uma correlacdo negativa entre as duas andlises (p entre -0,803 e -
0,67), ou seja, quanto mais alto o teor de alcool das amostras, mais baixo o BU.
Apesar desta relagao, em estudo realizado por VERBELEN et al. (2009) nao houve
alteracéao nos valores de etanol com a queda de BU. Podemos relacionar o aumento
do teor alcodlico a maior concentracdo de in6culo, que também afetou a maior
gueda de BU. Em estudo realizado por ERTEN et al. (2007) foi verificado o aumento
da concentracdo de etanol com aumento da concentragdo de inéculo, para uma
concentragdo de 1x107cél/mL obteve-se 6,46%(v/v) e para 1x108cél/mL um valor de
6,83%(v/v). O'CONNOR-COX e INGLEDEW (1991) também relataram menores
teores alcodlicos para mosto inoculados a menor concentragdo de células por mL e
valores mais altos para as amostras inoculadas com maiores concentragdes. Para o
mosto inoculado a 1,6x107cél/mL o teor de etanol foi de 6,13%(v/v), enquanto que

para o mosto inoculado a 8x107cél/mL o resultado foi de 7,63% (v/v).



6.0
5.0
4.0
3.0
20
1.0

0.0
0.0

Alcool (%)

6.0
5.0
40
3.0
20
1.0

Alcool (%)

5.0
4.0
3.0

Alcool (%)

20
1.0

Figura 11.

A7
® .'.‘ °
(<)
o
P=-0.725
100 200 300 400 500 600
BU
B7
° .* °
o
o
P=-0.766
100 200 300 400 500 600 70.0
BU
C7
C 2l

P=-0.714

10.0 200 30.0 40.0
BU

500 60.0 70.0

Alcool (%)

Alcool (%)

Alcool (%)

6.0
5.0
40
3.0
20
1.0

5.0
40
3.0
20
1.0

5.0
4.0
3.0
20
1.0

A6

‘00

e P=-0.803
©

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU

B6

P=-0.67
é °
10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU
Cé
c 2
°
°
P=-0.696

°
10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU

Correlacdes de teor de alcool e BU nas diferentes condigbes estudadas

Alcool (%)

Alcool (%)

Alcool (%)

5.0
4.0
3.0
20
1.0

5.0
4.0
3.0
20
1.0

5.0
40
3.0
20
1.0

54

P=-0.757
o

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU

B5

P=-0.761

° o

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU

C5

P=-0.757

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
BU



55

5.5 Variacao do Extrato Real (°P) ao longo da fermentacao e maturacao

A variacdo do extrato real (°P) ao longo do processo de fermentacdo e
maturacdo de cada levedura e concentracdo de in6culo pode ser observada na
Tabela 11. As amostras iniciaram o processo de fermentagcdo com 11,8°P.
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Tabela 11. Médias de extrato real (2P) durante fermentacao e maturacao a diferentes concentracoes de indculo

comparadas utilizando Teste de Tukey.

Dia A7 A A5 B7 B6 B5 c7 C6 Ci

1 96610,18 ™ 11624019 * 1163 0,06 #* 9,03 1055 ™ 11,75 1001 #* 1165030 * 817 031 * 1162 10,12 % 11,73 +0,09 #
2 6,14 4002 “® 10,86 0,06 ©© 1157 10,01 ™ 640 +0,14 ® 11,03 007 ™ 11,68 10,14 ** 566 0,14 ® 8221057 ® 11,61 0,05 **
3 5594002 7761016 7591025 % 5234014 774012 C 1126 +0,08 % 543 1007 *° 690 10,17 © 841 10,06
4 5351001 P 6541012 °° 770 4035 % 5011004 © 6,16 001 P 888 025 ® 537 1008 " 580 10,06 *° 7,11 0,51 *C
5 5231006 “F 6181031 ™ 6,66 +0,28 *® 503 10,06 © 568 +0,06 “F 7,09 £040 *° 533 10,07 ¥ 554 10,04 ©®F 556 10,27 *P
7 5111002 “% 5461005 " 583 0,16 °F 498 10,02 P 525 10,03 *F 587 10,15 529 10,07 ¥ 534 10,02 “F 545 10,21 P
9 5071008 5311014 °%F 5484002 % 5241026 5231020 F 534 10,12 * 5324003 ¥ 542 1034 ™ 523 40,15 P
11 499 £0,05 F 510 £0,04 * 4,82 +057 ¢ 498 10,00 © 492 4001 *© 505 10,07 € 528 1002 ¥ 514 +001 ®™* 514 009 ©
14 3334007 € 493 10,10 °F 4,89 10,15 *F¢ 498 10,03 ®C 4,89 +0,00 ¢ 479 10,09 F 520 0,12 505 10,03 ®F 502 10,04 P
23 335 0,12 4354018 % 4171047 % 4324022 4051011 * 3871021 ¥ 4071030 P 425050 F 3811034 *

As médias de uma mesma linha codificadas com letras minusculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. As médias de uma mesma coluna

codificadas com letras maiusculas iguais ndo diferem entre si a p<0,05. A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura S-

04 e a letra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as seguintes concentragdes de inoculagdo 107, 10® e 10°

cél./mLeP.
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 11 podemos observar uma
maior queda nos resultados de extrato real logo nos primeiros dias de fermentacao
para todas as amostras. As amostras inoculadas a uma maior concentragao
cél./mL°P tiveram uma queda mais rapida nas medidas. Este comportamento
também foi verificado em estudos semelhantes realizados por O'CONNOR-COX e
INGLEDEW (1991), ERTEN et al. (2007) e VERBELEN et al. (2009).

Ao final da fermentagao (dia 14) a amostra A7 apresentou o menor resultado
para o extrato real dentre as amostras analisadas.

Apos o término da maturacdo (dia 23) a maior parte das amostras apresentou
uma queda na medida de extrato real, exceto as amostras A7 e AS.

A Figura 12 apresenta a correlacdo entre os dados de extrato real e BU para
cada uma das condigcdes estudadas. E possivel verificar que para todos os casos,
existe uma forte correlagcdo positiva entre as duas analises (p entre 0,7958 e
0,9026), ou seja, quanto mais alto o extrato real, mais alto o BU. Conforme ha a
diminuicdo do extrato real, ocorre também redugdo do BU. Como a medida de
extrato real é relacionada diretamente com o andamento da fermentagdo pelo
consumo dos acgucares pela levedura, e observamos a queda de BU ao longo da
fermentacdo era de se esperar uma correlacdo entre estas medidas.
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5.6 Variacao da taxa de atenuacao ao longo da fermentacao e maturacao

A variacdo da taxa de atenuacdo ao longo do processo de fermentacdo e
maturacdo de cada levedura e concentracdo de in6culo pode ser observada na
Tabela 12. Como representa a porcentagem de agucares consumidos pela levedura
frente a quantidade inicial esta medida esta relacionada diretamente com a medida
de extrato real ao longo da fermentacao. Ou seja, quanto maior a reducao do extrato
real ao longo da fermentacdo maior a taxa de atenuacdo. Esta medida € muito
utilizada para verificar o desempenho de cepas de leveduras.

Para a levedura A (Fermentis — US05) segundo ficha técnica fornecida pelo
laboratério produtor é esperado uma taxa de atenuagédo de 68%, ja para a levedura
B (Fermentis — S04) uma taxa de atenuacao de 62%. Para a levedura C (Mangrove
M44 West Coast) o fabricante ndo informa uma taxa de atenuacgéo prevista, apenas

classifica como alta.
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Tabela 12. Médias da taxa de atenuacao durante fermentacao e maturacao a diferentes concentracdes de indculo
comparadas utilizando Teste de Tukey.

Dia A7 A6 A5 B7 B6 BS C7 Co C5

1880 182 ° 241 +181 " 233+132% 26974082 000000% 157264 ¢ 3173284 094 +040°” 008 0,13
4898 1043 ™ 950 40,16 F 323 +120 % 4730 1071 ™ 7731044 ™ 134 1134 % 53834095 2490 1064 " 239 10,63
5382 1037 3604 4120 © 2138 +144 ® 58474035 % 3506 094 © 573 10,15 % 5575 +047 P 4249 +120 ¢ 2906 1054
56,14 0,52 ¢ 46,21 1,17 % 36,02 +4,19 " 5941 10,79 B 4925 10,45 °F 26,07 +1,97 & 56,40 0,53 ¥ 52,16 10,78 *F 40,69 4345 P
57,91 10,75 2% 5101 10,79 ®° 4585 +2,06 ° 59,80 10,18 ® 53,76 +026 € 4244 138 57,06 +037 P 5459 10,32 *F 5387 +231 X
58,40 0,35 8 5557 10,49 8 5257 +1,14 % 6012 10,12 #*° 57,23 +035 °° 51,69 +1,30 P 57,25 +0,15 *% 5628 10,16 ©° 56,32 +021
59,17 40,18 ®* 57,48 10,58 ™ 56,08 10,76 ©© 60,03 10,14 ® 59,17 0,20 *° 56,32 +1,10 °* 57,68 10,12 **° 57,16 10,06 °© 56,99 40,95
59,82 1029 5891 0,32 # 60,07 £2,73 **® 60,38 10,15 #* 60,24 +0,08 * 5890 0,64 ** 57,99 +0.11 * 5818 10,10 ** 5791 +059
14 60,16 1057 60,15 057 # 57,13 £596 **° 6047 10,08 **° 60,70 £0,02 **® 6091 0,56 **° 58,69 +0,64 5899 0,03 **° 58,92 +0.24
23 5964 021 #5883 1582 * 6477 43,10 # 6330 298 * 6178 40,36 # 6379 +181 P 6057 4059 ¥ 6059 +1,06 ** 6314 +1,56 ¥

O© N O B W D —

—_
—_

As médias de uma mesma linha codificadas com letras minlsculas iguais ndo diferem entre si a p<0,05. As médias de uma mesma coluna
codificadas com letras mailsculas iguais nao diferem entre si a p<0,05. A letra “A” representa a levedura US-05, a letra “B” representa a levedura S-

04 e aletra “C” a levedura M44. Os numeros 7, 6 e 5 representam respectivamente as seguintes concentragdes de indculo 107, 108 e 10° cél./mL2P.
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Assim como os demais paramentos verificados ha uma diferenga significativa
logo nos primeiros dias de fermentagdo entre as amostras inoculadas as
concentracbes de 107 cél./mL°P frente as demais amostras inoculadas as
concentragdes de 10° e 10°. Ao final da fermentagdo (dia 14) ndo ha diferenca
significativa entre todas as amostras, atingindo um grau de atenuacao de por volta
de 60%. O mesmo pode-se observar ao final da maturagdo. Ao compararmos 0s
resultados obtidos verificamos uma atenuagdo final mais baixa para a levedura A
que a fornecida pelo fabricante

A Figura 13 apresenta a correlagcao entre os dados de atenuacao e BU para
cada uma das condicdes estudadas. E possivel verificar que para todos os casos,
existe uma forte correlagdo negativa entre as duas andlises (p entre -0,881 e -
0,688), ou seja, quanto mais alta a atenuagao, mais baixo o BU. Este resultado era
esperado ja que a taxa de atenuacado é um indicativo da evolucao da fermentacgao.
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5.7 Comparacao dos resultados obtidos com equacoes de predicao de BU

Algumas equacdes foram desenvolvidas para tentar predizer a unidades de
amargor da cerveja. Em uma revisdo realizada por HALL M. L. (1997) ha o
detalhamento e a comparagdo entre estes modelos. Diversas variaveis estao
envolvidas e sao colocadas em discussao. Desde a quantidade de a-acidos presente
no lupulo utilizado para a produgéo da cerveja, como o tempo de fervura do mosto e
sua gravidade especifica. Através da Equacgéo 6 é possivel calcular as unidades de
amargor (Bitterness Units).

__ Lupulo(mg) . a—acidos no lipulo (%) . Fator de Utilizagdo(%)

BU

(Eq. 6)

litros de cerveja

Nesta equacdo a variavel mais discutida é o Fator de Utilizacao (quantidade
de iso-a-acidos presentes na cerveja em razao da quantidade de a-acidos presentes
no lupulo adicionado ao processo de producdo). Hall (1997) apresenta modelos
matematicos diferentes, nas quais as principais varidveis para predizer o fator de
utilizagcdo sao o tempo de fervura e a concentracdo do mosto. Outras variaveis,
como método de utilizacdo do lupulo (em flor, pellets ou extrato), variacdo da
temperatura de ebulicdo durante a fervura e caracteristicas de floculacdo da
levedura sdo discutidas para o célculo do fator de utilizagdo. No entanto nenhum dos
modelos apresenta a concentragao de inéculo utilizada na fermentacdo como uma

variavel.

Para planejamento deste estudo foi utilizado modelo apresentado por Tinseth
(1997) que utiliza como variaveis para calculo do fator de utilizacdo a densidade
especifica do mosto e o tempo de fervura, este modelo foi escolhido por ser bastante
utilizado. A fator de utilizacao € calculado conforme Equacgéo 7.

(1_e—o,o4><tempo(min)

Fator de utilizacio(%) = (1,65 x 0,000125(densidade mosto—1)y » ¢

(Ea.7)

4,15

Ao aplicarmos o modelo proposto por Tinseth (1997), para este estudo,
obtivemos o valor de 102,1 unidades de amargor (adicdo de 110g de lupulo com
17,1% de teor de a-acidos com tempo de fervura de 60 minutos € mosto com
densidade de 1,048 g/cm?3). H4 uma diferenca alta frente aos resultados obtidos em
todas as amostras analisadas neste estudo, deixando evidente que outras variaveis
influenciaram o resultado. Um dos fatores que podemos apontar é a deterioracao

dos a-acidos presentes no lupulo ao longo do seu armazenamento. O lUpulo
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utilizado é proveniente da safra de 2013 e foi utilizado somente em 2016. Ono et al.
(1984), analisaram a queda da concentragao de a-acidos em lupulo em pellets ao
longo do tempo e temperatura de armazenamento, assim como na presenca ou
auséncia de ar na embalagem de estocagem. Neste estudo foi verificado que em
temperaturas mais elevadas de armazenagem e na presenca de ar ha a aceleracao
na degradacdo dos a-acidos. A temperatura de 25°C e na presenca de ar, em
menos de 48 semanas houve perda total dos compostos. Ja sem a presenga de ar a
perda foi de 25%. No armazenamento a 0°C na presenca de ar a perda foi de 20%,
enquanto que para os lupulos armazenados sem a presenca de ar a perda foi de 5%
em 48 semanas. Podemos concluir que mesmo que em boas condigcdes de
armazenagem houve uma degradagao dos a-acidos do lupulo utilizado devido ao
longo tempo de armazenamento. Apesar de muitos estudos realizados sobre os
mecanismos da reagao de isomerizagado dos a-acidos e do fator de utilizacdo ainda
ha inconsisténcias nos dados publicados e ainda € um ponto a ser solucionado na
producéo de cerveja (JAKSULA, 2010). Podemos adicionar a esta complexidade as

variaveis estudadas neste trabalho pouco abordadas na literatura.

6. Conclusoes

Foi possivel observar diferenca da medida de Bitterness Units entre as
leveduras testadas dependendo da concentragéo de inoculo utilizada.

Para todas as condicbes estudadas, a maior perda de compostos de amargor
ocorreu durante o periodo inicial da fermentagdo e de maior multiplicagéo celular.
Como oportunidade de reducdo destas perdas é a utilizacdo de concentracdes de
inébculo menores, para uma redugdo da biomassa gerada durante esta etapa e

consequentemente um maior fator de utilizagdo dos a-acidos.

Os parametros de pH, teor alcodlico, extrato real e taxa de atenuacéo
verificados estdo em acordo com a literatura e foram indicativos para maior
intensidade da fermentacdo das amostras inoculadas a maior concentracao

cel./mL°P, que também obtiveram maiores redugdes de BU.
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A reducao de BU durante a maturacao é um indicativo da associacao destes
compostos a levedura, pode-se observar uma redugdo na contagem de células em
suspensao apos esta etapa em todas as amostras.

Sendo assim, a presente pesquisa constatou diferentes perdas dos
compostos de amargor com relacdo a concentracao de inéculo e diferentes cepas.
Este trabalho chama a atencdo para as perdas durante a fermentacdo e que ha
variagdes para diferentes cepas, sendo recomendado que para menores perdas de

amargor se utilize menores concentracdes de indculo.
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7. Sugestao para trabalhos futuros

Avaliar variaveis do processo de fermentacdo (temperatura, concentragcédo
inicial de oxigénio e concentracdo de nutrientes) afetando diretamente a intensidade
da atividade da levedura para entender sua associagdo aos compostos de amargor.

Avaliar o efeito de fatores de scale up nas perdas de amargor do processo,
principalmente o tamanho dos fermentadores e maturadores, em especial para micro

cervejarias, onde as informagbes s&o escassas.
Avaliar o efeito de geracdes sucessivas de leveduras na perda do amargor.

Avaliar o efeito do tempo e da temperatura de maturagdo na perda do

amargor.

Avaliar o efeito da perda do amargor para receitas com graus diferentes de

amargor.
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