UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (UFMG)
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

FABIO FERREIRA FLORENCIO

PRODUCAO DE CERVEJAS DE ALTA FERMENTACAO UTILIZANDO
LINHAGENS INDIGENAS DE Saccharomyces cerevisiae

Belo Horizonte
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (UFMG)
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

FABIO FERREIRA FLORENCIO

PRODUCAO DE CERVEJAS DE ALTA FERMENTACAO UTILIZANDO
LINHAGENS INDIGENAS DE Saccharomyces cerevisiae

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Mestrado Profissional em Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Microbiologia Aplicada.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Luciana Rocha
Brandado

Belo Horizonte
2022



043

Floréncio, Fabio Fermreira.
Produgdo de cervejas de alta fermentacdo utilizando linhagens indigenas de
Saccharomyces cerevisiae [manuscrito] / Fabio Ferreira Floréncio. — 2022.
741 0 il.;295¢cm.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa. Coorientadora: Prof.® Dra.
Luciana Rocha Brand&o.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-Graduacio em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Cerveja. 3. Saccharomyces cerevisiae. 4. Fermentacao. |.

Rosa, Carlos Augusto. Il. Brand&ao, Luciana Rocha. lll. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biolégicas. |V. Titulo.

CDU: 579

Ficha Catalografica elaborada por Fabiane C M Reis CRB 6 2680




ATA DE APROVACAO

SEI/UFMG - 1129283 - Ata de defesa de Dissertacéo/Tese https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento _i
SDERAL 51

o w0 { ) te,

i

15— i

% -)'.. INCIPIT VITANOVA & » @

.'0.0"".,_ o ;;f\‘;\. o

* .J.‘ { .,.[:‘-‘- ;;0: 3 }....

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
MESTRADO PROFISSIONAL EM MICROBIOLOGIA APLICADA ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO
PROFISSIONAL DE
FABIO FERREIRA FLORENCIO

N° REGISTRO 2018754160

As 14 horas do dia 03 de dezembro de 2021, reuniu-se, de forma virtual, na plataforma Google Meet, a Comiss&o Examinadora
composta pela Dr. Bruno Gongalves Botelho-UFMG, Dra. Beatriz Martins Borelli, Faminas, e o Orientador, Prof. Carlos Augusto
Rosa - ICB-UFMG, para julgar o trabalho final, “Produgéo de cervejas de alta fermentagéo utilizando linhagens indigenas de
Saccharomyces cerevisiae”do candidato, FABIO FERREIRA FLORENCIO, requisito final para obtencdo do grau de MESTRE
EMCIENCIAS BIOLOGICAS: MICROBIOLOGIA. Abrindo a sess&o, a Presidente da Comisséo, Profa.
Erna Geessien Kroon — Coordenadora do Curso, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares, passou a
palavra ao candidato, para a apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores, com a respectiva defesa do
candidato. Em seguida, a Comisséo se reuniu, sem a presenca do candidato, e do publico, para julgamento e expedicédo de
resultado final. O candidato foi considerado APROVADO. O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo
Presidente da Comissdo. Nada mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ata, que seraassinada
por todos os membros participantes da Comisséo Examinadora. Belo Horizonte 03 de dezembro de 2021.

Dr. Bruno Gongalves Botelho

Dra. Beatriz Martins Borelli
Prof. Carlos Augusto Rosa (orientador)

Belo Horizonte, 06 de dezembro de 2021.

Assinatura dos membros da banca examinadora:

> r—
eil Documento assinado eletronicamente por Carlos Augusto Rosa, Diretor(a) de centro, em 06/12/2021, as
9 - Llj 16:22, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreton? 10.543, de 13 de

assinatura ?
‘ eletrénica novembro de 2020.

' "I Documento assinado eletronicamente por Erna Geessien Kroon, Coordenador(a) de curso de pds-
)el. @ graduacgdo, em 07/12/2021, as 09:18, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamentono art. 52 do
( 4 Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

{ . )Documento assinado eletronicamente por Bruno Goncalves Botelho, Professor do Magistério Superior, em
DEI! tj 07/12/2021, as 12:00, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.52 do Decreto n2 10.543,
#J |de 13 de novembro de 2020.

assinatura
eletrénica

p —
"l Documento assinado eletronicamente por Beatriz Martins Borelli, Usuario Externo, em 07/12/2021, as 19:25,
)EI. @ conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreton? 10.543, de 13 de novembro de

assinatura
‘ eletrénica M

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ufmg.br
/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0,informando o cédigo
verificador 1129283 e o cddigo CRC 9FEBB224.

Referéncia: Processo n2 23072.231999/2020-41 SEIn2 1129283


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedico este trabalho a memoria do meu grandioso pai, José Floréncio (In
memoriam), que nos deixou em meio a esta producao e que, apesar de
todas as dificuldades, me ensinou a contorna-las e a superar com garra 0s
percalcos da vida.



AGRADECIMENTOS

A minha esposa, Graciele, que sempre me estimulou e me apoiou em todos meus

projetos e sonhos.

A cervejaria Loba, em especial ao Jonathan e ao Kelvin, pela colaboracéo e

fomentacéo da pesquisa.

Ao professor orientador Carlos Augusto Rosa, pelo incentivo, confianga e pela grande

oportunidade em desenvolver o projeto em seu laboratério.

A Thelma, pela amizade sincera, pelas palavras de incentivo, e pela grande

contribuicdo com meu crescimento.

A Marina, pela frequente disposicdo em compartilhar seus conhecimentos sempre

com intuito de ajudar.

As colegas Beatriz e Luciana, pelo auxilio no laboratério, pelo compartilhamento de
conhecimento e pelo apoio e parceria de sempre.

As colegas Ana Cristina, Ana Luiza, pela constante ajuda com minha pesquisa durante
todo esse tempo.

Ao professor Bruno Botelho, pela grande colaboracdo com as andlises fisico-quimicas

em seu laboratério e pela disposicdo em contribuir com minha pesquisa.
A professora Erma, pela prontiddo em me auxiliar no mestrado.

Ao grande amigo André, degustador das primeiras cervejas feitas por mim, e que

sempre me incentivou desde os tempos da graduacéo.

Ao casal de amigos Francilene e Renato, pela abertura da sua empresa para as

analises sensoriais e pelo apoio sempre.



“Quando uma criatura humana desperta para um grande sonho e sobre ele lanca
toda a forca de sua alma, todo o universo conspira a seu favor”.

Johann Goethe



RESUMO

A producédo de cerveja no Brasil ainda €, em sua grande maioria, dependente da
importacdo de linhagens de leveduras. No Brasil existem poucas empresas que
produzem e disponibilizam leveduras nacionais para as cervejarias, e isto mostra a
importancia de estudos visando a busca de novas linhagens brasileiras apropriadas
para a producao de cervejas. Este estudo teve como objetivo testar duas linhagens
indigenas de leveduras Saccharomyces cerevisiae isoladas de mosto de fermentacao
espontanea de cachaca, previamente selecionadas, identificadas como potenciais
candidatas a producéo de cerveja artesanal. O presente estudo testou estas linhagens
de leveduras concomitantemente com uma linhagem comercial, em escala de 20
litros, baseada em um estilo Belga chamado Belgian Pale Ale sendo a bebida
fabricada no formato “homebrewer”(cervejeiro caseiro). Apds a producéo da cerveja,
foram realizadas andlises sensoriais e foi aplicado um questionario de intencédo de
compra e teste de preferéncia. A cerveja com maior preferéncia foi conduzida para
uma producéo industrial na cervejaria LOBA, em Santana dos Montes (MG), onde foi
utilizada a mesma receita baseada na anterior, mas em volume de 1.500 litros. Apés
a producéo industrial, a cerveja passou novamente por analise sensorial e intencéo
de compra. Os resultados mostraram que a cerveja produzida em escala de 20 litros
com a linhagem selecionada UFMG-CM-Y228 apresentou as melhores notas nos
testes sensoriais quando comparada com a linhagem comercial e a outra linhagem
selecionada. As cervejas produzidas foram também caracterizadas quanto a producéo
de ésteres, fendis, alcoois superiores e outros metabdlitos. A aceitacdo na analise
sensorial das cervejas produzidas com a linhagem UFMG-CM-Y228 foi semelhante a
cerveja fermentada com a linhagem comercial. O trabalho evidenciou que as
linhagens estudadas podem fazer parte do catdlogo de leveduras usadas para
producdo de cervejas no Brasil, contribuindo para uma maior oferta de linhagens

cervejeiras tipicamente brasileiras.

Palavras-chaves: Cervejas especiais; Saccharomyces cerevisiae; Leveduras de
cachaca; perfil sensorial; fermentacéao.



ABSTRACT

The production of beer in Brazil is still mostly dependent on the importation of yeast
strains for its preparation, which causes high costs. There are few companies in Brazil
that produce national yeasts and make them available to breweries, resulting in beers
with little national identity. This study aimed to test two previously selected and isolated
indigenous Saccharomyces cerevisiae yeast strains, of spontaneous fermentation
must of ‘cachacga’, identified as potential candidates for craft beer production. This
research tested two yeast strains concomitant with a commercial strain, on a 20-liter
scale, manufactured according to the home brewer mold. After beer production,
sensory analyses were performed, and a questionnaire for purchase intention and
preference test was applied. The most preferred beer was taken to an industrial
production at LOBA brewery in Santana dos Montes (MG), where it was used in the
development of a recipe, called Belgian Pale Ale, based on the Belgian School for the
production of 1,500 liters. After industrial production, the beer underwent a new
sensory analysis and purchase intention. The results showed that the selected strain
Y228 had positive analyses during the sensory tests. The beers produced were also
characterized in relation to the production of esters, phenols, higher alcohol and other
metabolites. The acceptance during the sensory analysis of the produced beers was
similar to the beer used as control and fermented with a commercial yeast strain. This
research showed that the studied strains can be part of the catalog of yeasts used for
beer production in Brazil, contributing to a greater supply of typically Brazilian brewing

strains.

Keywords: Special beers; Saccharomyces cerevisiae; Cachaca yeasts; Sensory
profile; Fermentation.
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1 INTRODUCAO
1.1 A producao da cerveja

O desenvolvimento das técnicas de fabricacédo de cervejas esta no rol das mais
importantes tecnologias desenvolvidas pela humanidade. A bebida, conhecida hoje
como cerveja, é produzida a partir da fermentacdo de diversos tipos de acUcares
presentes em graos maltados previamente cozidos.

A historia da bebida é tdo antiga quanto a civilizacdo humana e guarda ligacao
com a mudanca do estilo de vida ndbmade do homem para vida em assentamentos
estaveis. Provavelmente, a descoberta do &lcool e seus efeitos incentivaram a
domesticacdo de animais e as praticas agricolas (CABRAS; HIGGINS, 2016). O
periodo ligado a esta transicdo é chamado de neolitico e compreende entre 10.000
a.C. e 4.000 a.C, onde se inicia o desenvolvimento de civilizagbes (SOLIERI, 2020).

Habitualmente, uma cerveja classica é feita com quatro ingredientes: agua,
graos maltados, lupulo e leveduras (PALMER, 2019). De acordo com a legislacdo
brasileira, a cerveja € a bebida resultante da fermentacdo, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada maltada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocc¢do adicionado de lupulo ou extrato de lUpulo
(MAPA, 2019).

1.2 Ingredientes da cerveja

A cerveja é produzida com quatro ingredientes basicos conforme descrito
abaixo:

Agua

A 4gua faz parte de cerca de 94% da composicdo da cerveja e tem uma
importancia tdo grande que, historicamente, diferentes regides tornaram-se famosas
por determinados tipos e estilos de cervejas em decorréncia dos perfis de aguas
disponiveis naqueles locais (PUNCOCHAROVA et al., 2019). Um excelente exemplo
€ a agua de Pilsner na Republica Tcheca, de onde vem a cerveja mais famosa do

estilo. A agua de Pilsner favorece a producéo de cervejas claras em decorréncia da
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baixa concentracdo de cations calcio e magnésio acompanhados dos anions
carbonato, bicarbonato, cloreto e/ou sulfeto, também conhecida como agua mole.

Além de efeitos quimicos e sensoriais, a agua tem papel fundamental na
solubilizagédo e dispersdo das enzimas presentes no mosto cervejeiro e,
consequentemente, atua na quebra de amido em acglUcares menores que Seréao
metabolizados pela levedura na fermentacdo (KAMINSKI, 2021). Nesse contexto a
agua para a producao da cerveja deve ser potavel, de acordo com a Portaria GM/MS
n.° 888, de 4 de maio de 2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021) e, além disso, nio
deve conter cloro e deve ter pH favoravel a acdo de reacdes enzimaticas e nao-
enzimaticas. Sendo assim, é possivel inferir que a agua influencia varios parametros
na producdo da cerveja, inclusive no seu rendimento, que é um quesito importante
para industria (PUNCOCHAROVA et al., 2019).

Cevada

A cevada usada na cerveja passa por um processo chamado de malteacéo e
apos este processo obtém-se o malte. Portanto, pode-se definir que malte é qualquer
grao ou cereal que tenha passado pelo processo de malteacdo. Quando o malte é
proveniente de outro cereal, este € denominado, por exemplo, de “malte de trigo” ou
‘malte de aveia”. O malte ir4 disponibilizar o amido contido em seu endosperma
primario e as enzimas responsaveis em quebrar este amido nos acucares
fermentaveis, que serdo disponibilizados para a levedura cervejeira como forma de
nutrientes e energia (BETTENHAUSEN et al., 2018). No processo de malteacao, os
graos passam pelas seguintes etapas:

e Maceracdo: os grados sao umedecidos até que atinjam a umidade
necessaria para que aconteca a germinacdo forcada. Geralmente, a
maceracao decorre apos trés a cinco dias, em temperatura controlada que
fica entre 10° e 12°C.

e Germinacado dos graos: a germinagao consiste em um processo onde a
temperatura e umidade s&o controladas para que o grao germine e, nesse
momento, produza as enzimas necessarias para quebrar o amido
posteriormente. O processo é interrompido quando surgem as radiculas e
cauliculos. Este processo dura em torno de trés a quatro dias e acontece

em tanque retangular com grande area de contato.
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e Secagem e torra do malte: esta etapa € necesséria para que o grao perca
umidade, parando, assim, 0 processo germinativo, a fim de interromper a
producdo enzimética. Nesse sentido, a secagem acontece em
temperaturas que variam de 20°C a 100°C e sera neste estagio que a
maltaria ira produzir maltes mais claros ou mais escuros (MALLETT, 2021).
Dessa forma, a cor do malte € medida em uma unidade chamada de EBC
(European Brewery Convention) e estas cores ocorrem em sua maioria
através da reacdo de Maillard. Esta € uma reacao de escurecimento nao
enzimatico que pode ocorrer em alimentos resultando na producdo de
aromas e sabores desejados conforme a necessidade do cervejeiro
(SHIBAO; BASTOS, 2011).

Lupulo

O ldpulo é uma trepadeira da espécie Humulus Ilupulus, da familia
Cannabaceae, nativa da Europa, Asia ocidental e América do Norte. O IGpulo para
uso no processo produtivo € comercializado em sua maioria no Brasil de duas formas:
pellets ou em flor (Figuras 1 e 2). O lapulo é o ingrediente que dar4 amargor para a
cerveja, equilibrando o dulcor residual do malte. Ele também pode conferir aroma a
cerveja, quando necessario, em decorréncia da receita ou da vontade do cervejeiro.

O amargor é proveniente de substéncias chamadas de alfa-acidos e sao
extraidas na producdo durante a fervura. Este processo € chamado de isomerizacao,
e seu objetivo é tornar solUveis os alfa-acidos no mosto conferindo amargor. Ja no
gue diz respeito aos diversos aromas, estes sao provenientes de varias substancias
aromaticas que, em sua maioria, sao os 6leos essenciais. O ltpulo ainda possui efeito
bacteriostatico, antioxidante e pode ajudar na retencdo e formacdo de espuma no
mosto (HIERONYMUS, 2020).


https://en.wikipedia.org/wiki/European_Brewery_Convention
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cannabaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Europa
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81sia_ocidental
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Norte
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Figura 01: Lupulo em flor desidratada.
Fonte:http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/0s-
diferentes-pellets-de-lupulo.html

Figura 02: Lapulo em Pellets.
Fonte:http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/0s-

diferentes-pellets-de-lupulo.html

Levedura

As leveduras sdo fungos unicelulares utilizados no processo de fermentacao
do mosto cervejeiro. Estes microrganismos geralmente sao encontrados no mercado
cervejeiro no formato liquido ou seco, em quantidades que variam de acordo com o
tamanho final do lote de cerveja a ser produzido (NICHOLSON; PEARSON, 2014). As
leveduras cervejeiras sdo onerosas e por isto, sdo reaproveitadas pelas cervejarias
de lote a lote, onde uma quantidade de levedura é retirada da producdo anterior,
estocada em temperaturas baixas e utilizada na producéo futura. Como poucas


http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/os-diferentes-pellets-de-lupulo.html
http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/os-diferentes-pellets-de-lupulo.html
http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/os-diferentes-pellets-de-lupulo.html
http://teoriadecerveja.blogspot.com/2016/08/os-diferentes-pellets-de-lupulo.html
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cervejarias sdo equipadas com laboratorios, geralmente, as condicdes de
reaproveitamento ndo sdo padronizadas.

As leveduras transformam os aguUcares presentes no mosto em diversas
substancias, principalmente em gas carbbnico, &lcool e compostos secundarios
(ésteres, aldeidos, alcoois superiores, entre outros). As leveduras cervejeiras ainda
sao divididas em dois principais grupos: Ale (alta fermentacao) representadas pela
espécie Saccharomyces cerevisiae; e a Lager (baixa fermentacéo), representado por
Saccharomyces pastorianus (WHITE:ZAINASSHEF, 2020).

1.3 Desenvolvimento da producao de cerveja artesanal

A producédo de cervejas pode ser dividida em duas etapas: quente e fria. Na
etapa quente, ocorre o cozimento dos graos e a quebra do amido em acucares de
cadeia menores. A etapa fria é quando os acguUcares sdo metabolizados pelas
leveduras sendo transformados em alcool, CO2 e subprodutos da fermentacao
(SILVA, 2019). Para produzir uma cerveja deve-se obedecer a alguns passos basicos:
moagem do cereal maltado, mosturagdo, clarificacdo, fervura, resfriamento,
fermentacdo, maturacao e envase da cerveja pronta (Figura 3). A maltagem do cereal
geralmente néo é feita na fabrica de cerveja, sendo que o malte ja chega pronto para

0 uso (WILLAERT, 2006)
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Figura 03: Esquema geral das etapas de producao de cerveja.
Fonte:https://www.ocaneco.com.br/processo-de-producao-de-uma-grande-
cervejaria/

Antes da brasagem, o malte deve ser moido com o objetivo de expor o amido
para a atuacdo enzimatica de modo que as cascas permanecam intactas com o intuito
de funcionar como um filtro no momento da clarificacdo da cerveja. Esta moagem
garante que haja exposicao e maior contato do amido contido em seu interior com a
agua que sera usada na fabricacao do mosto. A moagem nao deve ser tao fina a ponto
de virar farinha e nem tdo grossa a ponto de ndo expor o amido presente em seu
interior. Se a moagem for fina demais, além de ndo garantir uma boa filtragem, durante
a produgado podem ser liberados “taninos” que trardo adstringéncia ao paladar do
consumidor. Apés a moagem 0s graos sao introduzidos na panela de mostura para
gue ocorra o0 processo de sacarificacao.

Neste processo, durante o cozimento dos graos, as enzimas B-amilases e a-
amilases fardo a conversao do amido presente em agucares menores, que serdo, mais
tarde, utilizados pela levedura durante a fermentacéo. Estas enzimas agem de acordo
com temperaturas e pH 6timos (Figura 5). Para saber se todo o acucar foi extraido

dos graos, geralmente, é utilizado o teste do iodo. Neste teste, o iodo a 2% é colocado
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em contato com o0 mosto. Ao ser misturado ao amido, ocorre uma mudanca de cor que
pode ser visivel para o cervejeiro, indicando a finalizacdo da mostura, quando a
coloragdo estiver clara, ou seja, da propria cor do iodo. Entretanto, a mostura
continuara sendo conduzida caso a coloracao continue escura (SENAI, 2014).

Apés o término da sacarificacdo, inicia-se o0 processo de clarificacdo ou
filtragem do mosto, onde ocorre uma recirculacao continua do mesmo. Nesta etapa o
mosto é recirculado por aproximadamente vinte minutos com ajuda de uma bomba
elétrica, onde a prépria casca do gréo auxilia na filtragem de residuos produzidos no
processo. Ainda nesse processo € utilizado um fundo falso (Figura 4), nome dado a
uma bandeja adaptada as dimensdes da panela de mostura, sendo ela composta de
varios furos e disposta pouco acima da torneira de extracao do liquido. Dessa forma
os grdos sedimentam neste fundo falso e apo6s a recirculagdo apenas o liquido é
retirado na torneira de extracdo (PALMER,2017).

-

|

Figura 04: Fundo falso utilizado para clarificacdo do mostro cervejeiro.
Fonte:https://www.indupropil.com.br/fundo-falso-aluminio-sob-medida.html
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(gelatinization
complata)

Figura 05: Enzimas presentes no malte e suas condigbes
otimas de atividade. Fonte: Palmer (2006).

Apbs a clarificacdo e filtracdo do mosto, o bagaco do malte é separado do
liquido. Este liquido é fervido por aproximadamente 60 minutos e 0s microrganismos
presentes no mosto s&o eliminados. E nessa etapa que o lGpulo é adicionado para dar
amargor e/ou aroma na cerveja. Dentre outras vantagens, o lUpulo possui funcdo
bacteriostatica e 0 amargor gerado atua no equilibrio do acucar residual na cerveja
pronta (HIERONYMUS, 2012). Ap6s a fervura, 0 mosto precisa ser rapidamente
resfriado para evitar a contaminacdo por outros microrganismos e, também, evitar a
formacdo de compostos ruins para cerveja como o dimetilsulfeto (DMS) que confere
aroma de legumes cozidos a bebida. Apos o resfriamento, 0 mosto deve ser oxigenado
para que a levedura possa ser adicionada para iniciar o processo de fermentagéo.

Na fermentacdo do mosto cervejeiro, diversos fatores podem interferir no
processo, como a quantidade de células viaveis, as caracteristicas metabolicas da
levedura, temperatura na qual o inoculo é adicionado na dorna e a temperatura
durante a fermentacao. A fermentacéo termina quando ndo ha mais agucares a serem

metabolizados pelas leveduras e estes acucares sdo medidos através de um


https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_ebooks_1?ie=UTF8&field-author=Stan+Hieronymus&text=Stan+Hieronymus&sort=relevancerank&search-alias=digital-text
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densimetro (Figura 12). O tempo da fermentacao pode variar conforme a linhagem da
levedura utilizada, o conteudo inicial de acucares no mosto e a temperatura na qual a
fermentacao é conduzida (WHITE e ZAINASHEFF, 2010).

1.4  Principais grupos de cervejas

As cervejas sao classificadas principalmente em dois grandes grupos, de
acordo com o tipo de fermentacéo e levedura utilizada no processo: as cervejas da
familia Ale e as da familia Lager. Existe um terceiro grupo de fermentacéo classificado
pela utilizacdo de leveduras selvagens e fermentagcées espontaneas que Sao as
cervejas Lambics, produzidas na Bélgica. As cervejas Ale sdo produzidas pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. O mosto cervejeiro é fermentado entre 18 e
25°C. J& as cervejas do tipo Lager sdo fermentadas pela espécie Saccharomyces
pastorianus em um processo conduzido a uma temperatura de 4 e 15°C. Finalmente,
a cerveja do estilo Lambic é obtida por fermentacdo espontéanea, sendo o mosto
colonizado por uma sucessdo ecoldgica de leveduras selvagens e bactérias do
ambiente (SOLIERI, 2020).

Apés a fermentacao, todos os tipos de cervejas passam por um processo de
maturacdo em temperaturas préximas de 0°C para a sedimentacdo da levedura
cervejeira tornando a bebida mais limpida para o consumo (WHITE e ZAINASHEFF,
2010). Na industria, usa-se o processo de filtracdo por terra diatomacea, em que a
cerveja pronta é filtrada. Logo depois, a cerveja é carbonatada, envasada em garrafas,
latas ou barris de inox, pasteurizada, ficando pronta para o consumo (SENAI, 2014).

1.5 Leveduras usadas na fabricacdo de cervejas Ale

As leveduras sao fungos unicelulares que se reproduzem por brotamento e séo
as responsaveis pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro, consumindo 0s
acucares fermentaveis e liberando alcool, dioxido carbonico, energia na forma de ATP
e outros metabolitos (WHITE; ZAINASSHEF, 2020). As leveduras do tipo Ale (S.

cerevisiae) séo utilizadas pelas civilizagbes de forma empirica e despretensiosa desde
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a antiguidade na fabricacdo de alimentos e bebidas fermentadas como péao, vinho e
destilados (PARAPOULI et.al., 2020).

Estes fungos também sdo conhecidos como leveduras de alta fermentacao,
pelo fato de a espuma presente durante o processo fermentativo, em tanques abertos,
aparecer no topo do fermentador e conter grande nimero de células. Existe, hoje, uma
grande variedade de linhagens deste tipo de levedura no mercado, importadas de
paises como Bélgica e EUA e até de novos fabricantes como a China. O produtor
pode escolher entre leveduras que forneceréo perfis neutros, frutados, floculantes ou
pouco floculantes, dentre outras caracteristicas, para atender os quesitos da receita
(WHITE; ZAINASSHEF, 2020). Ao escolher a levedura, o cervejeiro deve estar atento
as principais caracteristicas como atenuacao, floculacdo e tolerancia alcodlica, pois
sdo caracteristicas determinantes para que o produto final fique conforme o estilo
desejado.

Ao utilizar uma levedura para fabricar uma cerveja, por exemplo, com 8% de
ABV (Alcool por volume), o cervejeiro pode ndo conseguir essa quantidade de alcool
se usar uma levedura mais sensivel a este composto, ou que ndo seja uma levedura
de média a alta atenuacdo. Usar uma levedura com perfil neutro e esperar um aroma
frutado também seria um equivoco que levaria a uma decepcao por parte do produto
esperado, ja que a producao de ésteres ficaria aquém do programado para aquela
receita (SILVA, 2019).

1.6 Metabolismo das leveduras Ale no mosto cervejeiro

O metabolismo das leveduras é influenciado por fatores fisicos e quimicos
como a temperatura, pH, nutrientes e oxigénio. Na producéo de cervejas deve-se
observar dois objetivos no uso da levedura. O primeiro deles é a propagacao, em que
se deseja um aumento do numero de células para o uso posterior na fabricacéo de
um lote de cerveja e o segundo é a fermentacdo, onde a levedura seré inoculada no
mosto cervejeiro. Ao propagar leveduras, deve-se observar, dentre outras
caracteristicas, a injecdo continua de oxigénio com grande pureza medicinal, sendo
por agitacdo no laboratério ou em escala piloto ou por injecado de oxigénio medicinal
em propagadores industriais (SILVA, 2019).
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Para producdo de cerveja, as leveduras sao inoculadas em mosto rico em
acucares de diversos tipos como: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose.
Também compostos nitrogenados, lipideos, minerais e ions metélicos estdo presentes
no mosto. Os carboidratos sao originarios do amido pré hidrolisado a partir de reagfes
enzimaticas pelas amilases. Reacdes estas que acontecem na etapa da mostura. A
composicdo do mosto e a sua qualidade impactara no produto final (WALKER;
STEWART, 2016).

Neste contexto, a figura 6 apresenta um desenho esquemético do metabolismo
da levedura que consome 0s acglcares do mosto produzindo, além de alcool e COz,

compostos de aroma.
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Figura 06: Visdo geral do metabolismo de Saccharomyces

cerevisiae dos compostos mais importantes da bebida. Fonte: White;
Zainasshef (2020).

Assim, as leveduras, quando inoculadas no mosto cervejeiro, utilizam de suas
reservas nutricionais, bem como oxigénio inoculado, preparando, assim, suas
membranas celulares para melhorar o fluxo de nutrientes do meio externo para o meio
interno da célula. No mosto, a levedura utiliza os acUcares por ordem dos menos
complexos como glicose, preferencialmente, para aclcares mais complexos como

maltotriose, produzindo alcool e gas carbbnico e varios metabdlitos importantes que
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influenciam nos sabores e aromas da bebida, como compostos de enxofre, carbonilas,
ésteres e alcoois superiores (WHITE; ZAINASSHEF, 2020). Abaixo sdo descritos os

principais compostos que influenciam no aroma e sabor da cerveja:

Esteres

Sao compostos organicos volateis formados a partir de um acido organico e um
alcool. Como exemplo, podemos encontrar na cerveja o acetato de etila e o acetato
de isoamila, dentre outros. Estes compostos sdo responsaveis pelos sabores e
aromas frutados da cerveja lembrando bananas, macas, dentre outras frutas. O
namero de células viaveis de leveduras influencia na quantidade produzida destes
compostos, assim como a quantidade de oxigénio dissolvido no mosto e a temperatura

de fermentacéo.

Alcoois superiores

Em uma fermentacdo adequada, respeitando todos os parametros como
temperatura de fermentacdo e numero de células, ha maior formacédo em proporcao
de etanol, mas outros &lcoois estardo presentes em maior ou menor concentracao.
Sao exemplos o alcool isoamilico, propanol, isobutanol, butanol, sendo estes
compostos também conhecidos como alcoois superiores.

Estes alcoois possuem sabores semelhantes ao etanol, mas em grandes
quantidades podem lembrar solvente, inviabilizando o produto final, j& que o paladar
€ mais sensivel a esses compostos. Isso ocorre devido a elevacdo da sensacdo
térmica dando impressdo de aquecimento ao paladar. Estes alcoois ainda séo
associados a tradicional “ressaca” e sua producao varia de acordo com as linhagens
de leveduras utilizadas, temperaturas de fermentacdo ou com baixa quantidade de

nitrogénio do mosto cervejeiro.

Diacetil

Em quantidades elevadas, este composto pode lembrar sabores de manteiga
e até oleoso na boca do consumidor. Isso ocorre porque o diacetil pertence ao grupo
guimico das cetonas que se assemelha muito ao composto 2,3-pentanodiona, tendo
nivel de percepcao de 0,5 a 1,0 ppm e esta associado a problemas de fermentacao
ou contaminacédo. Cervejas que entram na fase de maturacédo muito cedo podem fazer

com que a levedura ndo reabsorva o composto formado durante a fermentacao.
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Lembrando que para alguns estilos de cervejas existem niveis de aceitacdo deste

composto na bebida.

Acidos organicos

Os acidos organicos sdo responsaveis pela diminuicdo do pH da cerveja
deixando-a mais acida. S&o varios tipos de &cidos como acético, latico, dentre outros,
impactando ndo so6 o pH da cerveja, mas também seu aroma e sabor. Uma quantidade
exagerada de acidos pode ser um indicativo de contaminacdo por outros

microrganismos, como as bactérias lacticas e acéticas.

Compostos sulfurados
Compostos a base de enxofre que séo volateis e sdo indesejaveis nas cervejas,

pois quando presentes na bebida remetem a fésforo queimado ou vegetais cozidos.
O Dimetil sulfeto (DMS) e o diéxido de enxofre sdo exemplos destes compostos. Eles

também séo formados na fermentacéo, contudo, podem ser provenientes do malte.

Compostos Fendlicos
Os compostos fendlicos estdo associados aos aromas de cravo e/ou

especiarias, mas em grandes quantidades podem lembrar aspecto medicinal, ou
plastico. Em quantidades aceitaveis fazem parte das caracteristicas esperadas em
cervejas Belgas e cervejas de trigo. S0 compostos aromaticos e o principal composto
fendlico produzido pelas leveduras € o 4-vinil guaiacol, produzidos a partir do acido
feldrico (WHITE; ZAINASSHEF, 2020).

1.7 Novas linhagens de leveduras para a fabricacéo de cervejas artesanais.

As leveduras utilizadas atualmente para fabricacdo de cervejas foram
selecionadas pelo homem por muitos anos em diversos processos de producéo
cervejeira. Produgdes que ndo eram descartadas pela sua qualidade, tendo leveduras
inoculadas nédo de propdésito, ou até mesmo recipientes usados contendo leveduras,
fizeram com que esta selecdo fosse benéfica para os cervejeiros atuais (WHITE;
ZAINASSHEF, 2020).

Existem no mundo, até o presente momento, varias pesquisas relacionadas

com a busca de novos microrganismos para fabricacdo de cervejas, tanto no meio



28

académico, quando nas empresas, que desenvolvem este tipo de produto. Sabe-se
gue a busca de novas leveduras ndo é uma tarefa facil, mas necessaria para sair do
senso comum dos estilos produzidos atualmente. Nas fermentagdes espontaneas séo
observadas a existéncia de leveduras capazes de fermentar cervejas juntamente com
outros microrganismos como as bactérias e leveduras ndo-Saccharomyces
(PETRUZZI et al., 2016).

Por vérios séculos as pessoas produziram bebidas, como vinho, cerveja e
hidromel, a partir da fermentagdo, sem conhecer 0 que estava por trds desse
processo, além de ndo saber que 0sS microrganismos responsaveis podem estar
presentes nas matérias primas ou em recipientes usados para este fim. Esse processo
enfim permitiu que as leveduras fossem selecionadas e que hoje haja no mercado um
catalogo de leveduras utilizadas para cada receita ou para cada ocasiao (SICARD;
LEGRAS, 2011; CAPECE et al., 2018).

Atualmente, a busca se baseia em linhagens que ndo produzam compostos
como sulfeto de hidrogénio, &acido sulfidrico ou gas sulfidrico (H2S) que em
guantidades acima dos limiares de percepc¢édo ddo aroma de ovo tornando o produto
indesejavel. No Brasil, nos ultimos anos, novos estudos buscam isolar, identificar e
utilizar leveduras provenientes de fermentacdes espontaneas de cachaca e outras
bebidas alcodlicas (CHRISTOFOLETI-FURLAN e colab., 2020; MONTANDON, 2016).

Dos grupos de leveduras usadas nas fermentagdes de cervejas, a levedura
Lager S. pastorianus é uma levedura hibrida entre as espécies S. eubayanus e S.
cerevisiae. S. pastorianus ndo € encontrada em ambiente natural, apenas em
fermentacdes conduzidas pelo homem (HITTINGER et al., 2018). Novas linhagens de
S. cerevisiae e de outras espécies de Saccharomyces (por exemplo, S. eubayanus)
estdo conquistando destaque no processo de producdo mundial de cerveja em
decorréncia de perfis fermentativos diferenciados, inovando a bebida em varios
guesitos (SOLIERI, 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com o anuario da cerveja do ano de 2020 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2020), o Brasil teve alta de 14,4% no numero de
registro de cervejarias em relacdo ao ano anterior, sendo também um ano em que
todas as unidades de federagao brasileira apresentam registro de pelo menos uma
cervejaria artesanal. Isso significa um grande aumento de consumo deste tipo de
produto.

Esta perspectiva de crescimento do setor e o grande aumento nos ultimos dez
anos do consumo de cervejas especiais tém entusiasmado os consumidores a
conhecer sabores e novas percepc¢des organolépticas. Neste contexto, é crescente a
busca por novas linhagens de leveduras cervejeiras para o desenvolvimento de
produtos com perfis sensoriais diferenciados, sendo as leveduras um dos principais
agentes que produzem os compostos que conferem sabor e aroma a cerveja.

O Brasil possui uma imensa diversidade de fontes para a busca de novas
linhagens de leveduras cervejeiras, seja nas fermentacdes artesanais (p.ex.,
cachaca), seja nos ecossistemas naturais. Tais leveduras podem apresentar
caracteristicas genéticas e fenotipicas que as diferenciam das linhagens cervejeiras
comercializadas, principalmente em relacdo ao perfil de compostos de aroma
produzidos e desempenho fermentativo, permitindo, assim, o desenvolvimento de
novos produtos com alta qualidade sensorial.

Nessa perspectiva, uma tendéncia mundial é a busca pela identidade nacional
na producdo de cervejas, por meio da utilizacdo de matérias-primas e leveduras
obtidas no pais de origem. Neste contexto, a selecdo de novas linhagens de S.
cerevisiae para o desenvolvimento de estilos e perfis brasileiros de cervejas torna-se
necessario para atender a essa nova demanda do mercado. O desenvolvimento da
identidade brasileira nas cervejas contribuira significativamente para aumentar o
espaco e o reconhecimento do pais no setor cervejeiro nacional e mundial.

Nos estudos de Montandon (2016), duas linhagens de leveduras foram
descritas como potenciais produtoras de cerveja dentre 99 isolados originarios de
varios locais da América do Sul. As duas leveduras potenciais foram isoladas de
dornas de fermentacdo para a producdo de cachaca no Brasil. Elas foram

selecionadas quanto ao perfil fermentativo, formacdo de compostos e aromas e, por
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fim, testes de aceitacdo em analise sensorial. Essas leveduras serao testadas neste

estudo para a producao industrial de cervejas especiais do tipo Ale.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Produzir cervejas especiais em escala piloto e industrial utilizando linhagens de

S. cerevisiae isoladas de dornas de fermentacéo de cachaca.

3.2 Objetivos Especificos

* Produzir uma cerveja do estilo belga utilizando as linhagens de leveduras

teste e uma linhagem de levedura comercial em lotes de 20 litros;
* Realizar a andlise sensorial das cervejas produzidas;

* Produzir cerveja em escala industrial com a linhagem selecionada que

apresentar os melhores resultados nos testes em escala piloto;

« Determinar, por cromatografia liquida e gasosa, o consumo de agucares no
mosto, bem como a producdo de etanol, glicerol, 4cidos organicos e

compostos aromaticos;

« Comparar o perfil aromético quantitativo obtido por cromatografia gasosa e
o perfil sensorial das cervejas que foram produzidas pelas leveduras
comerciais, com aquelas que foram produzidas com as leveduras

indigenas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Leveduras

Todas as leveduras testadas neste trabalho foram previamente identificadas
como Saccharomyces cerevisiae por meio de sequenciamento da regidao D1/D2 da
subunidade maior do gene do RNA ribossomal (MONTANDON, 2016). A linhagem
comercial de levedura M41 da empresa Mangrove foi utilizada como controle neste
estudo por apresentar perfil sensorial semelhante aos das leveduras usadas no
presente trabalho. As informagdes sobre o trabalho realizado para a selecdo dessas
duas linhagens estdo descritas em Montandon (2016). As duas linhagens de
leveduras indigenas empregadas nesta pesquisa fazem parte da Colecdo de
Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e foram

isoladas de duas regides do Brasil em dornas de mosto de cachaga.

4.2 Preparo einoculo das leveduras:

O processo de propagacdo das leveduras foi realizado seguindo o mesmo
padrdo para a escala piloto e industrial mudando somente a propor¢cdo das
propagacfes e a quantidade de células viaveis (UFC) que foram inoculadas. Para
reativar as células congeladas, o processo se iniciou 6 dias antes do in6culo na
cerveja.

O meio agar YM (extrato de levedura 0,3%, peptona bacteriolégica 0,5%,
glicose 1% e agar 2% e extrato de malte 0,3%) foi usado para o crescimento das
células em 3 placas de Petri. Estas foram incubadas por 48 horas em estufa BOD a
25°C. ApoOs este periodo, todo o conteudo celular de cada placa foi retirado com a
ajuda de uma alca e inoculado em um frasco Erlenmeyer contendo 20 ml de meio de
propagacao.

Os frascos foram incubados a 25°C em agitagdo de 100 r.p.m. Apos 24h, o
conteudo foi vertido em frasco contendo 180 ml de meio de propagacéo e incubado
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Posteriormente, o contetdo do frasco
foi vertido em outro frasco com 1,8 litros de meio de propagacao, e incubado como

anteriormente.
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Finalmente, o volume resultante de 2 litros foi dividido em dois frascos contendo
5 litros de meio de propagacdo cada, e estes incubados por 24 horas. Com este
procedimento, foi obtido um total de 10 litros de inoculo contendo cerca de 11.000
bilhdes de células. O niumero de células foi calculado atraves do software Beersmith3
e confirmado pela calculadora cervejeira Brewers Friend, a qual leva em consideracéo
a quantidade inicial de acucares do mosto e o volume final de cerveja. Estes tipos de
calculadoras levam em consideracao critérios avaliados em estudos prévios sobre a

producdo com minima geracao de off flavors na cerveja (VERBELEN et al., 2009).

4.3 Contagem de células

A viabilidade celular foi medida usando coloracdo por azul de metileno, de
acordo com EBC Analytic Methods (EUROPEAN BREWERY CONVENTION, 2004).
Em todos os experimentos referentes a producdes de cerveja, os inéculos utilizados
apresentaram mais de 99% de viabilidade. Para realizar a contagem de células e
testes de viabilidade foi feito uma diluicdo de 100 vezes do meio com leveduras para
coloracdo com azul de metileno. Ap6s diluicdo adequada, as células foram contadas

usando sempre a unidade de medida cel/ml na camara de Neubauer.

4.4 Producdao de cerveja em escala piloto

Para a realizacdo do presente estudo as cervejas foram produzidas em
triplicata de 60 litros de mosto dividido em 3 baldes fermentadores onde cada um deles
recebeu uma linhagem de levedura (comercial e as duas leveduras testes). As
cervejas foram produzidas nas instalacbes do Laboratério de Taxonomia,
Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do ICB (UFMG) utilizando o método de
brewstand (Figura 7) onde as panelas estdo dispostas em degraus para facilitar a
transferéncia de liquidos com ajuda da gravidade, ndo necessitando de bombas

elétricas para tal fim.
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Figura 07: Método usado para fabricacdo de cerveja em

escala piloto (brewstand).
Fonte: https://www.indupropil.com.br/brewstand-cozinha-100-litros.html

A escolha do estilo de cerveja produzida foi baseada em um perfil com pouco
uso de ingredientes que se sobressaiam no final da cerveja pronta, como lapulos em
excesso ou maltes com muitas dextrinas. Uma cerveja mais complexa inviabilizaria a
andlise sensorial no quesito aromatico da levedura, sendo o estilo Belgian Pale Ale o
mais conveniente e interessante para esta situacao.

Neste cenario a receita foi elaborada utilizando o software Beersmith 3 (Anexos
4 e 5) e elaborada com base na descricéo do guia de estilos Beer Judge Certification
Program (BJCP), onde séo descritos e catalogados varios estilos de cervejas do
mundo todo. Para cada producéo foram feitos 60 litros de mosto que foram divididos
em 3 fermentadores de 20 litros cada. Para a base de maltes foram utilizados 4,6 kg
de malte pilsen (Malteria agraria), 4,6 kg de malte de trigo (Malteria agréria),3,0 kg de
malte caraamber, 1,45 kg de malte Melanoidina (Weyermann), 37 g de Lupulo
Hallertau Magnum (LNF) e 94 g de lapulo Willamette (LNF).

Para a producdo do mosto cervejeiro, os graos inicialmente foram moidos e
adicionados em 40 litros de agua a 54°C. O mosto foi mantido a 50°C por 30 minutos.
Esta temperatura € usada em uma rampa denominada parada proteica com
temperatura entre 45-50°C que auxilia na etapa de clarificacdo do mosto para cervejas
gue utilizam gréos ricos em proteinas, como o trigo. Logo depois, houve o aumento

da temperatura para 65°C da mistura por 60 minutos e o amido foi convertido em


https://www.indupropil.com.br/brewstand-cozinha-100-litros.html
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acucares fermentesciveis. ApOs este tempo, ocorreu outro aquecimento elevando a
temperatura até 76°C, onde as enzimas foram inativadas no processo conhecido
como mash out (Figura 08).

ApGOs a inativagdo das enzimas, foi feita a recirculagdo do mosto cervejeiro com
auxilio de uma bomba, bem como a lavagem com 64 litros de agua a 76°C. Esta etapa
€ chamada de clarificacdo e tem o objetivo de deixar o0 mosto o mais livre de residuos
em suspensao possivel. Posteriormente, o mosto foi transferido para uma panela de
fervura onde foram adicionados 25 gramas de lUpulos Harlletau magnum e fervido por
60 minutos. As temperaturas utilizadas foram escolhidas com intuito de favorecer
enzimas que, ao final, deixam a cerveja mais leve em comparacdo com outros mostos

mais encorpadas.

] |
3¢ 76 C
64 C
50 C
50 C-
75 (-
30 min 60 min 90 min 120 min

Figura 08: Rampas de mistura usadas na producdo de cerveja em escala
piloto. Fonte: Beesmith3.

A etapa da fervura tem como objetivo isomerizar os alfa-acidos presentes no
l[Gpulo dando amargor, diminuir a quantidade de microrganismos e evaporar
substancias que nao séo desejaveis na bebida. Apds a fervura o liquido foi resfriado
e separado das proteinas coaguladas por decantacdo. Depois de alcancar a
temperatura de 18°C, o mosto foi colocado em 3 baldes alimenticios de 20 litros cada,
devidamente sanitizados com iodo na concentracdo de 25mg/l (SILVA, 2019). O
indculo inicial para cada balde foi de 168 bilhdes de células (WHITE; ZAINASSHEF,
2020).



36

Posteriormente ao inéculo, 0 mosto e a levedura foram mantidos a 18°C em
uma estufa BOD por 7 dias. O término da fermentacéo foi estabelecido apds trés
medidas iguais da densidade em °P por trés dias seguidos realizadas por meio de um
densimetro calibrado a 20°C. As amostras de mosto para os devidos testes fisico-
quimicos foram retiradas em tubos Falcon 50 ml a cada 24 horas e congeladas em
freezer horizontal a -20°C.

A maturacao da cerveja teve o objetivo de melhorar o perfil dos compostos
aromaticos produzidos e decantar as leveduras ao término da fermentacéo. Este
processo foi feito em estufa BOD a uma temperatura de 2°C. O envase da cerveja foi
realizado em garrafas de cor ambar de volume 600 ml, limpas e sanitizadas com iodo
2%. A adicédo de CO: foi feita por um processo de priming, em que uma quantidade
de acucar de aproximadamente 5 g/l € adicionada na garrafa apos o término da
maturacdo, ocorrendo um processo de refermentacdo por aproximadamente 10 dias
a temperatura ambiente. Apds este periodo de refermentacdo, as garrafas foram
armazenadas em geladeira em temperatura de aproximadamente 4°C para posterior

andalise sensorial.

4.5 Producado em escala Industrial

As producdes foram realizadas na cozinha industrial da cervejaria LOBA, que
estd instalada em uma area de cinco mil metros quadrados dentro do Hotel Fazenda
da Chéacara na fazenda Guarara, em Santana dos Montes — MG. A producéo foi feita
utilizando o método de cozinha tribloco composto de trés “panelas” (Figura 09),
levando em consideragdo os mesmos processos anteriores e obedecendo as mesmas
propor¢des dos ingredientes ja relatados.

Para cada producéao foram feitos 1500 litros de mosto para cada fermentador,
utilizando uma levedura comercial M41 como controle e a levedura UFMG-CM-Y228,
gue foi escolhida por obter as melhores notas na andlise sensorial no teste de
preferéncia. Para a base de maltes foi utilizado 130 kg de malte pilsen (Malteria
agréaria), 130 kg de malte de trigo (Malteria agraria), 53 kg caraamber, 26 kg de
melanoidina (Weyermann), 710 g de ldpulo Hallertau Magnum(LNF) e 1,8 kg de

Willamette.
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Para a producdo do mosto cervejeiro, os graos inicialmente foram moidos em
um moedor industrial e adicionados em 891 litros de agua a 54°C. O mosto foi mantido
a 50°C por 30 minutos. ApGs esta etapa, a mistura teve sua temperatura aumentada
para 65°C por 60 minutos onde o amido foi convertido em agucares fermentesciveis.
ApoOs este tempo mais um aquecimento foi feito desta vez até a temperatura de 76°C
onde as enzimas (amilases) foram inativadas.

Posteriormente a inativacdo das enzimas, o mosto e o bagaco de malte foram
transferidos para uma segunda panela denominada tina de clarificagdo composta de
um fundo falso. Nesta panela, parte do mosto foi extraida por uma bomba na parte
inferior da panela e deslocado para a parte superior por um tempo de
aproximadamente 20 minutos, etapa conhecida como recirculagio do mosto
cervejeiro. A filtragao ou clarificagdo tem o objetivo de “limpar” o mosto de particulas
em suspensao.

ApoOs a clarificacdo ocorreu a lavagem dos aclUcares que ainda ficaram no
bagaco do malte. Nesta etapa 1100 litros de agua a uma temperatura de 76°C foi
recirculada na panela de clarificagdo e bombeada para a panela de fervura onde o
mosto foi fervido juntamente com a quantidade de lUpulos adequados para esta
producdo. As temperaturas utilizadas foram escolhidas com intuito de favorecer

enzimas que deixam no final a cerveja mais leve em comparagcdo com outros estilos

no quesito corpo sensorial.

Figura 09: Panelas utilizadas para mistura dos grédos na producao industrial da
cerveja. Fonte: Elaborada pelo autor.
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O resfriamento se deu por meio de resfriadores industriais (figura 10), onde a
agua resfriada com liquido refrigerante, o qual € composto por uma mistura de alcool
e agua, entra em um lado do resfriador sem contato direto com o mosto. Apds
resfriado, 0 mosto foi bombeado para os fermentadores industriais de aco inox (figura
11). O pré inéculo das leveduras utilizadas para a fermentacéo foi preparado, como
descrito anteriormente.

A levedura foi inoculada em uma concentracdo de 11.000 bilhdes de células
em 1500 litros de mosto. Apds o inéculo, o mosto em fermentacédo foi mantido a 18°C
por 6 dias. Nesta etapa ocorreu o consumo dos acucares sendo a fermentacdo
considerada finalizada apds trés medidas com valores constantes, que geralmente
ocorreu apoés o 6° dia de fermentacéo. Posteriormente ao inéculo da levedura, foram
retiradas aliquotas de 50 ml de mosto e adicionadas em tubos tipo Falcon a cada 24
horas e congeladas em freezer horizontal. Estas amostras foram utilizadas para medir
0s metabolitos presentes na cerveja, como quantidade de alcool, ésteres e fendis por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Logo apds a finalizacdo da fermentacdo, a temperatura do fermentador foi
diminuida para 0°C para maturacado da cerveja. O processo de maturacdo durou 5
dias. Nessa etapa ocorreu a decantacéo das leveduras suspensas e de proteinas de
alto peso molecular. Na sequéncia, as cervejas foram entdo envasadas com a
utilizacao de garrafas de cor ambar de volume 600 ml em uma envasadora industrial.
As garrafas foram previamente sanitizadas pelo sistema CIP (clean in lace).

O gas foi inserido na cerveja por um processo de carbonatacdo forcada que
consiste basicamente em introduzir gas carbdnico na cerveja dentro de um barril de
inox usando um cilindro de COz2, valvulas, mangueiras e conectores especiais para
este fim até. E importante destacar que para cada estilo de cerveja existe um nivel
tabelado de CO2 desejado e a que a unidade de medida utilizada € o volume médio
de CO2. Na cerveja produzida foram utilizados 2 volumes de COz2, sendo essa medida
realizada com um regulador de pressao. Apés a carbonatacéo, a cerveja foi transferida
para garrafas de 600 ml, e estas armazenadas em freezer, em temperatura de

aproximadamente 4°C para posterior analise sensorial.
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Figura 10: Resfriador Industrial.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11: Tanques fermentadores de 2.000 litros da Cervejaria
Loba, Santana dos Montes, MG. Fonte: Elaborada pelo autor.



40

4.6 Acompanhamento da gravidade no decorrer da fermentacéo

A quantidade de acuUcares totais foi medida em aliquotas de 200 ml/dia pelo
uso do densimetro (TECHNICAL COMMITTE, 2011) (Figura 12). Sempre se usa 0
densimetro com auxilio de um termémetro, pois a sua graduacao esta calibrada para

ser medida a 20°C.

WA

Figura 12: Figura esquematica de um densimetro e sua
utilizacdo. Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim, quando a leitura se torna constante, é possivel afirmar que a
fermentacdo terminou. Geralmente, para cervejas Ale o tempo de término da
fermentacdo é em média de 5 dias, dependendo da quantidade de acUcares presentes

Nno mosto.

4.7 Analises cromatograficas

4.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado para mensurar
guantidades relativas de acucares, etanol, acidos organicos, e glicerol a partir de
amostras de mosto cervejeiro e de cerveja pronta. Neste contexto, aliquotas de 1 mL
do mosto foram filtradas primeiramente em membrana de acetato celulose de 0,22 ym

e didmetro 13 mm (Sartorius).
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As amostras foram analisadas de acordo com metodologia descrita por
Montandon (2016) em dois detectores acoplados a um cromatégrafo liquido Shimadzu
(Shimadzu, Japao), os detectores tem indice de refracdo RID 10-A e um detector UV-
visivel. Os conteudos de &cido acético, acucares, etanol, glicerol do mosto e das
amostras de cerveja pronta dos ensaios fermentativos foram analisados por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. As condi¢cbes foram as seguintes: coluna
SupelcogelTM C-610H HPLC Column (30 cm x 7,8 mm) (Sigma-Aldrich), conservada
a temperatura de 45°C; volume de injegao de 20 pl; detector de indice de refragado RID
10-A; fase mével H2S0O4 5 mM e fluxo de 0,6 mL.minuto.

4.7.2 Cromatografia gasosa e espectrometria de massas

A cromatografia gasosa por microextracdo em fase solida por headspace e
deteccdo por espectrometria de massas (HS-SPME-GC/FID) foi utilizada na
caracterizacdo do perfil de compostos volateis originados durante fermentacdo. As
analises foram feitas como descrito por Li e colaboradores (2005). Foi empregado o
cromatografo gasoso com espectrdmetro de massas acoplado Shimadzu QP2010
(Shimadzu, Japé&o) e coluna capilar HP INNOWAX 60m x 0,25m a temperatura de
40°C. As aliguotas das amostras foram preparadas em vials de 20 mL, com septo de
silicone. Cinco mL da amostra foram separadas nos vials e 1,5 g de NaCl e 25 yL de
5-nonanol 0,001% (padréo interno) foram inseridos. Essa mistura foi incubada a 40°C
por 30 minutos para volatilizacdo dos compostos até o ponto de equilibrio entre os
compostos volateis no liquido e na fase gasosa.

O septo foi perfurado por uma agulha e a fibra de poliacrilato para SPME (Solid
Phase Micro Extration) foi colocada no headspace por 30 minutos, para permitir
adsorcdo dos compostos volateis da amostra. A fibra foi, entdo, injetada no
cromatografo gasoso com fluxo de gas hélio a 1 mL/min a temperatura de 250°C e
exposta por 5 minutos, para permitir dessor¢céo completa dos compostos volateis. Foi
obtida aleatoriamente uma lista de compostos volateis em maior quantidade para cada
amostra analisada a partir dos cromatogramas obtidos. Na sequéncia, uma matriz de
frequéncia foi construida para cada brassagem individual a partir dos compostos
encontrados nas amostras.

Uma lista de compostos volateis mais relevantes para cerveja (tabela 1) foi

determinada de acordo com literatura. Foi possivel constatar a presenca ou a auséncia
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dos compostos relevantes nas amostras de cervejas. A partir da area sob o pico dos
compostos volateis de interesse (tabela 1) e a area sob o pico do padréo interno 5-
nonanol em cada amostra, foram determinadas as quantidades relativas destes
compostos. Assim sendo, foi possivel, além de determinar presenca e auséncia dos
compostos nas amostras, comparar as quantidades relativas entre 0s mesmos. As
informacdes sobre os compostos volateis e 0os descritores sensoriais foram obtidas
por meio de consulato ao PubChem, The Good Scents Company e Flavor and Extract
Manufactures Associations (https://www.femaflavor.org/).

4.8 Anédlise sensorial

Para avaliar as propriedades sensoriais das bebidas produzidas foram
utilizados os testes de aceitacdo, intencdo de compra e ordenacédo (MINIM, 2010;
DUTCOSCKY, 2011). Estes testes foram realizados com no minimo 48 provadores
para a cerveja produzida em escala piloto e 28 para escala industrial. Os provadores
utilizaram mesas de provas individuais e, receberam a cerveja na temperatura de 4°C,
sob luz branca, no periodo da manhad e da tarde. Foi utilizado o delineamento
completo, no qual, todos os provadores receberam todas as amostras, de maneira
aleatéria, balanceada, em recipientes de plastico transparente, inodoro, incolor e
codificados (MACFIE et al., 1989).

Antes dos testes sensoriais, 0os provadores receberam e assinaram o TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, anexo 2), além de preencherem um
questionario semiestruturado, a fim de tracar um perfil quanto aos aspectos de sexo,
idade, escolaridade, profissédo, renda, saude e frequéncia de consumo das bebidas
(anexo 3). Os provadores fizeram os testes para aceitacdo, aroma, aparéncia (cor),
textura, sabor e impressao global, utilizando de uma escala hedbnica (processo de
analise de preferéncia por um produto por avaliagdo dos consumidores) estruturada
de 7 pontos, no qual o niumero 1 refere-se a “desgostei extremamente” e 0 numero 7
“gostei extremamente” (anexo 1).

Também foi realizado o teste de intencdo de compra, utilizando-se de uma
escala hedbnica de 5 pontos, onde o numero 1 correspondia a “certamente nao

compraria” e o numero 5 “certamente compraria” (anexo 1). Também, os provadores
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puderam organizar as amostras de acordo com as que mais gostaram (MINIM, 2010;
DUTCOSCKY, 2011).

Para avaliar qual a amostra foi a preferida pelos avaliadores referentes as
leveduras utilizadas na escala piloto, uma ficha foi entregue com 3 espagos onde o
avaliador deveria marcar da esquerda para direita o codigo referente a amostra
preferida para a de menor preferéncia (anexo 1) (MINIM, 2010; DUTCOSCKY, 2011).
O experimento foi conduzido em parceria com a Loja de Insumos BHBrew, situada na
cidade de Contagem-MG.

Os participantes foram clientes que comumente compram insumos para a
producao prépria e caseira de cerveja artesanal. Os provadores foram abordados no
momento em que faziam compras na loja. Em decorréncia da pandemia, esses testes
néo foram feitos nos laboratorios da UFMG. Isto dificultou também o recrutamento de
maior nimero de provadores. O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (COEP) da Pro-Reitora de Pesquisa da UFMG e aprovado sob o n° de
registro 79241317.3.0000.5149.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagdo do numero de células durante a fermentacéo

As figuras 13 e 14 mostram o numero de células inoculadas no inicio da
fermentacdo e o seu crescimento durante os seis dias deste processo. Apos 0 sexto
dia, o valor da densidade se estabilizou, sendo confirmado o final da fermentacéo. A
figura 13 mostra a multiplicacédo celular da levedura comercial e das duas linhagens
estudadas UFMG-CM-Y228 e UFMG-CM-Y622. Essa etapa foi acompanhada na

producao de cerveja em escala piloto.
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Figura 13: Crescimento celular nos baldes de fermentacéo das linhagens
de Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-CM-Y228 e

Y622) durante a producdo da cerveja em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo
autor.

Nas figuras 13 e 14 pode-se observar que tanto na inddstria quanto na escala
piloto, entre os dias 1 e 3 ocorre crescimento de aproximadamente 10 vezes das
leveduras, mostrando que as células estavam em processo de adaptacdo ao mosto
(fase lag). Assim, entre os dias 3 e 4 ocorreu um maior aumento no namero de células
(fase exponencial de crescimento celular). ApGs este periodo, as células entram em
fase estacionaria, onde o crescimento € baixo em decorréncia da diminuicdo de
nutrientes que foram consumidos, e isto ocorreu entre os dias 4 e 6 para as linhagens
testadas. ApOs este periodo, o numero de leveduras em suspensdo comeca

decrescer. A figura 14 apresenta somente o crescimento da levedura comercial e da
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levedura UFMG-CM-Y228, pelo fato dessa linhagem ter apresentado melhores

resultados nos testes de aceitacéo e de preferéncia realizados em escala piloto.
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Figura 14: Crescimento celular na fermentacdo das linhagens de
Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-CM-Y228)

durante a producdo de cerveja em escala industrial. Fonte: Elaborada pelo
autor.

E importante destacar que existem critérios para se conduzir uma fermentacg&o
O0tima, com minima formacdo possivel de compostos como ésteres ou alcoois
superiores em grandes quantidades, que dariam efeitos negativos para a cerveja
(VERBELEN et al, 2009). Sendo assim, fabricantes de leveduras como a empresa
Fermentis e Mangrove sugerem que para uma boa fermentacdo, o ideal € que o
in6culo contenha uma quantidade de pelo menos 750 milhdes de células de levedura
para cerveja do tipo Ale para cada 1 ml por 1°Plato, e o dobro deste valor para cervejas
Lager.

Para quantidades muito menores de células inoculadas a fermentag&o pode ser
mais lenta, além de gerar excesso de diacetil, alcoois superiores e ésteres. Para um
namero muito maior de células, a fermentacdo pode acarretar uma baixa producéo de
ésteres, fermentacdes muito rapidas e cervejas pouco encorpadas. Dessa forma, o
inoculo inicial utilizado no presente trabalho foi condizente com estas orientagbes
(SENAI, 2014).
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5.2 Medidas da densidade e producéao de alcool e pH

Durante seis dias foram coletadas amostras de 200 ml onde foram medidos
com auxilio de um densimetro em graus Plato (°P) a quantidade de acuUcares totais,
para acompanhar a fermentacao até o seu término. A figura 15 mostra o consumo de
acucares durante a producdo da cerveja em escala piloto pelas linhagens de
leveduras testadas. De acordo com os dados, a levedura comercial M41 consumiu
78,8% dos acucares totais, enquanto as leveduras UFMG-CM-Y228 e UFMG-CM-

Y622 consumiram respetivamente 79,9% e 66% destes acucares.

16,00
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10,00
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8,00 ==@==|inhagem Comercial
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6,00
\ Y622
4,00
\ .
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0,00
1 2 3 4 5

Tempo em Dias

Figura 15: Consumo de aguUcares pelas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-CM-Y228 e 622) durante a
producado da cerveja em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 16 mostra o consumo de aglcares na escala industrial pelas leveduras.
De acordo com os dados a levedura comercial M41 consumiu 67,4% dos agucares
totais, enquanto a levedura UFMG-CM-Y228 consumiu 74,28%. As pequenas
diferencas entre o consumo de agucares na escala piloto e na escala industrial podem
estar associadas a diferenca dos volumes produzidos. Em escala piloto, as leveduras
nao estdo submetidas a pressfes hidrostaticas elevadas, ao contrario do que
acontece nos tanques cilindro cénicos utilizados na producéo da cerveja em escala
industrial. Quanto mais alto e vertical o tanque, mais rapida é a fermentacéo, devido

a dinamica dos fluidos do cone para o centro do tanque.
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Figura 16: Consumo de acucares pelas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-Cm-Y228) durante a producéo de
cerveja em escala industrial. Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 17 mostra que a producao de alcool ocorreu em quantidades muito
proximas para as leveduras testadas na escala piloto. Os valores finais foram de 6,4%
para a levedura comercial, 6,36% para a linhagem UFMG-CM-Y228 e 5,9% a UFMG-
CM-Y622.
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Figura 17: Producdo de alcool pelas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-Cm-Y228 e UFMG-CM-Y662)
durante a producéo de cerveja em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.
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A figura 18 mostra que a formacdo de alcool ocorreu em quantidades
semelhantes para as leveduras testadas na escala industrial. As linhagens M41 e
UFMG-CM-Y228 produziram respectivamente 4,6% e 4,4% de &lcool. No entanto este
menor valor em relacdo a escala piloto ocorreu em decorréncia de ajustes
relacionados ao volume das producdes diarias da cervejaria. Como a cervejaria
trabalha com metas estipuladas foi preciso diminuir a quantidade de acucares
fermentdveis em quase metade da concentracdo para um aumento no volume de
producdo. Apesar da diferenca entre as escalas a quantidade de alcool produzida esta

dentro do padréo para os estilos belgas de cervejas produzidos (GATZA et al., 2015).

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0

2,5
—=—Y228

Alcool (%v/v)

2,0
Lev. Comercial
1,5
1,0
0,5

0,0
1 2 3 4 5 6

Tempo em dias

Figura 18: Producdo de alcool pelas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-Cm-Y228) durante a producéo da
cerveja em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.

O pH do mosto diminuiu durante a fermentacdo, indicando a producédo de
acidos organicos na cerveja. Isto pode ser observado nas figuras 19 e 20. O pH

diminuiu tanto na producéo da cerveja na escala piloto quanto na industrial.
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Figura 19: pH da cerveja durante a fermentacdo pelas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-CM-Y228 e 622)
durante a producéo da cerveja em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.

Durante a fermentacao a levedura produz diferentes niveis de acidos organicos
gue contribuem para baixar o pH da cerveja o que pode ser observado na figura 20.

Acido lactico, acético butirico e acido caprico (Tabela 1) sdo alguns exemplos.
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Figura 20: Variacdo do pH da cerveja durante a fermentacéo pelas linhagens
de Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-CM-Y228) em
escala industrial. Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Andlises fisico-quimicas das cervejas em escala industrial

As analises fisico-quimicas foram feitas apenas para as cervejas produzidas
em escala industrial. No perfil de compostos volateis da cerveja produzida na
cervejaria em escala industrial, as leveduras comerciais M41 e UFMG-CM-Y228
produziram compostos de aroma essenciais para a bebida. Os dados da tabela 1
mostram a producédo de alcoois superiores, ésteres e acidos pelas duas leveduras. A
producdo de alcool superior pelas duas linhagens foi proporcionalmente igual. A
producdo de ésteres ocorreu em maior quantidade com a levedura indigena do que
com a comercial. Esta linhagem indigena foi a que teve a cerveja escolhida nos testes
sensoriais de preferéncia das bebidas produzidas em escala piloto. Isto pode estar

relacionado a maior quantidade de ésteres produzidos por esta linhagem.

Tabela 1. Concentracdo relativa de compostos volateis avaliados pela técnica
cromatografia gasosa e espectrometria de massas relacionados ao aroma e sabor das
cervejas produzidas com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae M41 e S.
cerevisiae UFMG-CM-Y228 em escala industrial

M41 UFMG 228

Compostos

Atributo sensorial

Alcodbis superiors

1-Butanol Frutado, Alcool -- --

1-Decanol Odor floral e frutado 1,9 0,6

2-Feniletanol Alcool, Frutado, Mel, Rosas, Vinho 12,9

2-Metil butanol (alcool amilico ativo) Alcool, tostado, frutado, solvente 1,7 --

2-Metil propanol (alcool isobutilico) Vinico, Amargo, maca, cacau -- 0,5

3-Metil butanol (Alcool isoamilico) Rosas, adocidado, perfumado, 8,1 --
queimado

Esteres

Acetato de etila Solvente, frutas, adocicado 5 1,7

Acetato de feniletila (2-feniletil acetato) Flores, mel, rosa 7,1 10,8

Acetato de isoamila (acetato de Banana, mac4, solvente, esterificado 6,2 3,2

isopentila)

Decanoato de etila Conhaque, uvas, péra 6,0 9,4

Ftalato de dietila Inodoro 10,1 --

Hexanoato de etila (Etil caproato) Conhaque, fruta madura, abacaxi, -- 1,1
chiclete

Ocatanoato de etila (Etil caprilato) Damasco, conhaque, abacaxi, floral, -- 6,9
gordura

Acidos

Acido butirico Azedo, manteiga, queijo

Acido caprico Gordura, grama, poeira 19,3

Acido caprilico Queijo, gordura, grama 17 -

Acido Azedo,pungente, quejo -- --

caproico

Fenol

4-vinil guaiacol Cravo, curry, tempeiro 1

Fonte: Elaboracao do autor.
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E importante destacar que existem limiares de percepcdo para o paladar
referente a cada composto descrito na tabela 1 (OLANIRAN et al., 2017). No entanto,
para os valores proporcionais detectados no presente trabalho ndo é possivel afirmar
se algum destes compostos apresentou valores suficientes para serem detectados
pelos degustadores. Contudo, pode-se se afirmar que o perfil sensorial destas
cervejas, agradou aos consumidores, pelas notas obtidas na analise sensorial. As
mesmas foram relativamente maiores que as notas obtidas pela levedura controle,
indicando que o balan¢co dos compostos encontrados na cerveja propiciou 6tima

aceitacdo dos mesmos.

5.4  Andlise e perfil sensorial das cervejas

5.4.1 Perfil sensorial das cervejas produzidas em escala piloto

O mosto usado para fermentacdo das amostras foi desenvolvido utilizando uma
base de uma receita Belga. Nesse grupo de cervejas, os aromas destacados sao
provenientes principalmente dos subprodutos da atividade fermentativa da levedura.
Na composi¢cdo do mosto foi utilizado um minimo de maltes especiais, para que o
papel fermentativo da levedura no processo de producdo da bebida fosse mais
evidenciado, levando em conta parametros do BJCP. A tabela 2 mostra as médias

dos valores obtidos de cada atributo realizado na andlise sensorial.
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Tabela 2. Valores médios atribuidos no teste de aceitacdo das amostras de cerveja
produzidas em escala piloto com nota minima de 1 (desgostei extremamente) e
maxima de 7 (gostei extremamente)

Amostra Atributos Médias de Valores Desvio Padréo
(?grcecvrilz1 {gg cyocrisercial Cor 5173 091
Odor 5,02 1,22
Sabor 5,25 1,3
Corpo 5,40 0,96
Espuma 5,56 0,96
Impressédo Geral 5,29 1,12
o corevisiae UPMG- o 5,71 0,93
Odor 5,29 0,98
Sabor 5,46 1,02
Corpo 5,29 1,34
Espuma 4,96 1,34
Impressédo Geral 5,40 0,91
S eeae UFMG- o 5,60 0,88
Odor 5,50 1,06
Sabor 5,60 1,13
Corpo 5,58 0,93
Espuma 5,63 1,03
Impresséo Geral 5,79 0,87

Fonte: Elaboracao do autor.

Observa-se que as amostras produzidas com leveduras indigenas UFMG-CM-

Y228, UFMG-CM-Y622 e com a levedura comercial obtiveram notas médias entre

4,96 e 5,79, sendo consideradas bem avaliadas em todos os quesitos de aroma e

sabor. A figura 21 mostra que a levedura UFMG-CM-Y228 obteve melhor aceitacédo

seguida pela levedura UFMG-CM-Y622 e, por ultimo, a levedura comercial. O perfil

sensorial da cerveja produzida com a linhagem UFMG-CM-Y228 agradou o0s

consumidores, provavelmente devido ao balanco de ésteres, fendis e &lcoois

encontrados na bebida.
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Figura 21: Teste de aceitacdo das cervejas produzidas pelas linhagens
de Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-CM-Y228 e
UFMG-CM-Y622) em escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4.2 Teste de aceitacdo da cerveja produzida em escala industrial

De acordo com a andlise sensorial, a cerveja produzida com a levedura UFMG-
CM-Y228 obteve o melhor perfil de avaliagcdo sensorial quando comparada com as
outras leveduras testadas. No teste de preferéncia, esta linhagem de levedura foi
escolhida pelos provadores, sendo, entdo, designada para producao industrial. O
mosto usado para fermentacdo das amostras na escala industrial também foi
desenvolvido utilizando a mesma base de receita Belga, nas mesmas proporcées da
escala piloto na empresa LOBA. Para a analise sensorial dessas cervejas foram
realizados o teste de aceitacdo e o teste de intencdo de compra para avaliar a levedura
UFMG-CM-Y228. A tabela 3 mostra as médias dos valores obtidos de cada atributo

realizado na andlise sensorial na escala industrial.
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Tabela 3. Valores médios atribuidos no teste de teste de aceitacdo das amostras de
cerveja produzidas em escala industrial com nota minima de 1 (desgostei
extremamente) e maxima de 7 (gostei extremamente)

Amostra Atributos Médias de Valores Desvio Padréo
Saccharomyces o 5,43 0,63
cerevisiae comercial

Odor 5,21 0,79
Sabor 5,32 0,94
Corpo 511 0,79
Espuma 5,39 0,79
Impresséo Geral 5,46 0,79
o oeresiac UEMG- - cor 5,64 0,95
Odor 5,75 0,93
Sabor 6,04 0,96
Corpo 5,54 1,0
Espuma 5,75 0,97
Impresséo Geral 5,93 0,81

Fonte: Elaboracao do autor.

A figura 22 mostra que tanto a levedura comercial quanto a levedura
selecionada tiveram 6tima aceitacdo com notas médias entre 5,29 e 5,79. A levedura
UFMG-CM-Y228 apresentou melhor nota no quesito de impressao geral. Esta
linhagem também obteve notas relativamente maiores nos quesitos de sabor e

aromas.

Cor

Impressdo Geral Odor

= | ev. Comercial

Y228

Espuma Sabor

Corpo

Figura 22: Grafico gerado a partir dos resultados do teste de aceitacdo das
cervejas produzidas e fermentadas pelas linhagens de Saccharomyces

cerevisiae (linhagem comercial, UFMG-CM-Y228) em escala industrial. Fonte:
Elaborada pelo autor.
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Os quesitos sabor e aroma sdo muito valorizados pelos consumidores de
cervejas artesanais, e podem estar associados ao perfil sensorial com pouca
formacao de alcoois superiores e quantidades de ésteres e fendis agradaveis aos
provadores. Apos o teste de aceitagdo, com os dados foi realizado o teste estatistico
ANOVA. Esse teste € aplicado na andlise sensorial com trés ou mais amostras. De
acordo com o0s parametros estatisticos de comparacdo, as amostras de leveduras
tanto comercial, quanto as linhagens indigenas UFMG-CM-Y228 e UFMG-CM-Y622
foram aceitas tanto na escala piloto, enquanto as leveduras comerciais e UFMG-CM-

Y228 foram aceitas na escala industrial.

5.5 Teste de Intengéo de compra

Neste enquadramento, foram entregues aos provadores amostras de cerveja
para degustacdo com uma ficha de intencdo de compra (Anexo 1). Nesta ficha, o
provador foi questionado com as seguintes perguntas. “Com base em sua opinido
sobre as amostras, indique na escala abaixo sua intencédo de compra. Qual seria sua
atitude de compra em relacdo a estas cervejas?”

As notas referentes as respostas foram baseadas em uma escala de 1 a 5 (1.
Certamente ndo compraria, 2 — Possivelmente ndo compraria, 3 — Talvez comprasse,
talvez ndo comprasse, 4 — Possivelmente compraria, 5 certamente compraria). Na
figura 23 observa-se que as amostras foram aceitas pelos consumidores no quesito
compra, sendo a cerveja produzida com a levedura UFMG-CM-Y228 a mais aceita
pelos provadores, seguida pela levedura comercial e logo depois pela levedura
UFMG-CM-Y622. O resultado € coerente com o teste de aceitacéo e perfil sensorial,
uma vez que a cerveja produzida com a linhagem UFMG-CM-Y228 foi descrita como

a mais agradavel nessa analise pelos provadores.
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Figura 23: Teste de aceitacdo das amostras de cervejas produzidas pelas linhagens
de Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-CM-Y228 e Y622) em
escala piloto. Fonte: Elaborada pelo autor.

Para as cervejas produzidas em escala industrial foi realizado o mesmo teste
de intencdo de compra, mas dessa vez somente com a levedura comercial e a

levedura UFMG-CM- Y228. Os resultados obtidos sdo mostrados na figura 24.
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Figura 24: Teste de aceitacdo das amostras de cervejas produzidas com as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae (linhagem comercial e UFMG-CM-Y228)
em escala industrial. Fonte: Elaborada pelo autor.

Tanto nas escalas piloto quanto na escala industrial, as cervejas foram bem
avaliadas e aceitas. O fato de a producéo industrial ter acontecido somente com a
levedura UFMG-CM-Y228 néo exclui a producéo mais tarde com a linhagem UFMG-
CM-Y622. Esta linhagem possui Otima capacidade de fermentacdo e a cerveja
produzida apresentou um perfil um pouco mais neutro em compara¢ao com as outras
leveduras testadas. Esta levedura pode ser utilizada em fermentacdes de cervejas

com perfil que destaquem o lUpulo ou 0 malte.
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6 CONCLUSOES

o As leveduras indigenas testadas foram eficientes quanto a producéo de
alcool, consumo de agucares e geracdo compostos aromaticos na cerveja
durante os experimentos realizados em escala piloto.

o As leveduras néo produziram compostos associados com a reprovagao dos
provadores na etapa da andlise sensorial e nem nos testes fisico-quimicos.

o A linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae UFMG-CM-Y228
obteve melhores resultados sensoriais durante a fermentacdo em escala
industrial, portanto esta linhagem de levedura pode fazer parte do portfélio

de opc¢des para producdo em cervejarias.

° O Brasil em sua biodiversidade conta com inUmeros micro-organismos
potenciais para producao de cervejas com caracteristicas diversas de sabor

€ aroma.
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ANEXOS
Anexo 1: Ficha de Avaliacédo do Teste de Aceitacao, Intencdo de Compra da Cerveja
e Teste de Preferéncia

Ficha de Avaliacdo do Teste de Aceitacado, Intencdo de Compra
da Cerveja e Teste de Preferéncia.

Nome: Provador:
E-mail: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de cerveja. Por favor, avalie
para todos os atributos o quanto vocé gostou ou desgostou do
produto utilizando a escala abaixo:

1 - Desgostei extremamente
2 — Desgostei muito

3 — Desgostei
4 — N&o gostei nem desgostei
5 — Gostei

6 — Gostei muito
7 — Gostei extremamente

Cadigo Cor Odo | Sabo | Corp | Espum | Impressa
da (aparéncia r r o] a o global
amostr )

a3

digitos)

Agora, por favor, responda:

- Com base em sua opinido sobre as amostras, indique na escala
abaixo sua intencdo de compra. Qual seria sua atitude de compra

em relacgdo a estas cervejas?

1 — Certamente ndo compraria

2 — Possivelmente ndo compraria

3 — Talvez comprasse, talvez ndo comprasse
4 — Possivelmente compraria

5 — Certamente compraria

Cddigo da amostra (3 digitos) Intencdo de compra

Por gentiliza:

Da esquerda para a direita, ordene-as em ordem decrescente de
preferéncia (Da mais preferida para menos preferida anotando o
c6digo nos espacos existentes.



Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido dos provadores

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos
Provadores

rovador:

Orientador: Carlos Augusto Rosa (DEPARTAMENTO DE
MICROBIOLOGIA/INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS/UFMG)

Aluno de P6s-Graduacéo: Fabio Ferreira Floréncio

Vocé esta convidado a participar de um teste sensorial de cerveja. Este
teste € parte integrante do projeto de pesquisa do aluno Fabio Ferreira
Floréncio Mestrando do Programa de Pds-graduacdo em Microbiologia.
Podem participar pessoas que apreciem este produto e que ndo apresentem
nenhuma restri¢do a ingestao de ingredientes de sua composicéo, a saber:
malte e ldpulo. O objetivo deste trabalho é conhecer a opinido do
consumidor sobre amostras de cerveja.

Vocé ir4 receber amostras de cerveja e avaliara as mesmas em fichas
proprias para esta analise entregues pelo avaliador expressando sua opiniao
em relacd@o aos produtos; além desta, serd necessario o preenchimento de
uma ficha com dados pessoais de forma andnima para caracterizar os
grupos de provadores. Tais atividades serdo realizadas em momento Unico
em laboratério de analise sensorial, a medida que for provando os produtos
oferecidos.

Vocé podera desistir de participar a qualquer momento, sem que isso lhe
traga qualquer prejuizo ou penalizacdo, sem necessidade de justificativa.
Apesar de o produto ser submetido a avaliacdo microbiolégica prévia e
somente ser oferecido a populacdo em caso de comprovada a seguranga
alimentar, vocé pode ndo gostar (sabor, textura, aroma) e/ou sentir algum
desconforto ao provar o produto, sendo assim, vocé em nenhum momento
sera obrigado (a) a engoli-lo sendo totalmente permitido o descarte do
produto em local apropriado para tal atividade. As analises serdo realizadas
de forma andnima, garantindo o sigilo ao avaliador, sendo assim, ndo se
sinta constrangido (a) ao responder o questionério de avaliagdo do produto.

Esta pesquisa ndo apresenta nenhum beneficio individual direto aos
provadores. Os dados fornecidos sdo considerados confidenciais, sendo
totalmente garantidos o sigilo das informacdes e sua privacidade.

A SUA PARTICIPACAO NO PROJETO TEM CARATER
VOLUNTARIO~E NAO LHE TRARA NENHUM TIPO DE ONUS OU
REMUNERACAO.

Desde ja agradecemos sua
colaboracéo.

Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa e Fabio Ferreira Floréncio — Fone: (31)
3409-2739

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Avenida Antonio
Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il 2° andar sala 2005 Campus
Pampulha 31270-901 Belo Horizonte MG Brasil Telefax: (31) 3499-4592
E-mail: coep@prpg.ufmg.br

Compreendi e concordo com as informacfes que me foram
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Anexo 3. Questionario de coleta de dados para analise sensorial de cerveja

Questionario de Coleta de Dados para Analise Sensorial de

Cerveja

NUmero do Provador:

Caso tenha concordado em participar deste projeto, por favor, complete o questionario
com todas as informacdes solicitadas, as quais serdo mantidas confidenciais. Desde ja

agradecemos sua colaboracéo.

Nome:
Telefone: E-mail:
Género: O Masculino O Feminino

Idade:O< 180 18-250 26-350 36-450 46-550 56-65

Escolaridade:

O Ensino fundamental incompleto
O Ensino fundamental completo
O Ensino médio incompleto

O Ensino médio completo

O Superior incompleto

O Superior completo

O Pés-graduacdo: Especializacédo

O Pés-graduacdo: Mestrado/Doutorado

Profissao:

Renda familiar mensal:

O 1 a 5 salarios minimos
0> 5 a 10 salarios minimos
> 10 a 20 salarios minimos
> 20 a 30 salarios minimos
0> 30 salarios minimos

Vocé esta fazendo uso de algum medicamento?

O Sim O Nao Qual(is)?
Vocé esta seguindo alguma dieta especial?
O Sim O Nao Qual(is)?

Vocé tem alguma restricdo de saude que impossibilite ou torne ndo recomendado o

consumo de cerveja?

O Sim 0 Néao

Qual(is)?

Vocé tem alguma restricdo de salde que impossibilite ou torne ndo recomendado o

consumo de malte e lupulo?

O Sim O Néo
Vocé gosta de cerveja?
O Sim O Nao

Qual(is)?

Com que frequéncia vocé consome cerveja?

O Nunca

[0 Raramente

[ Esporadicamente
O Frequentemente
O Diariamente



Anexo 4 — Receita da cerveja produzida na escala

Belgian Pale Ale / Escala Piloto

Page 1 of 2

Belgian Pale Ale / Escala Piloto

Belgian Pale Ale (16 B)

Type: Tudo Grao Date: 06 Oct 2021

Batch Size: 60,00 L Brewer: Fabio Ferreira Floréncio
Boil Size: 85,23 L Asst Brewer:

Boil Time: 60 min Equipment: Equipamento

End of Boil Vol: 83,33 L UFMG/Piloto

Final Bottling Vol: 58,00 L Efficiency: 68,00 %

Fermentation: Ale, Two Stage

Est Mash Efficiency: 90,7 %
Taste Rating: 30,0

Taste Notes:

Prepare for Brewing
O Ativagio de Levedura Nio Utilizada
QO Clean and Prepare Brewing Equipment

O Total Water Needed: 103,90 L
(O Mash Water Acid: Nenhum

Mash or Steep Grains

Ingredientes da Mostura

Qtd Nome Tipo | %/IBU  Nolume
4,60 kg Pilsner (2 Row) Bel (3,9 EBC) Gréao 1 33,7% |3,00L
4,60 kg Wheat Malt, Bel (3,9 EBC) Gréao 2 33,7% |3,00 L
3,00 kg Caraamber (59,1 EBC) Grao 3 22,0% 1,96 L
1,45 kg Melanoiden Malt (39,4 EBC) Grao 4 10,6 % |0,95L
Etapas da Mostura
Nome Descri¢dao TemperaturaDuragao
Protein Rest Adicionar 40,60 L de 4gua a 53,5 C 50,0C 30 min
Saccharification Aquecer até 64,4 C no decurso de 15 min 64,4 C 75 min
Mash Out Aquecer até 75,6 C no decurso de 10 min 75,6 C 10 min
QO Sparge Water Acid: Nenhum
QO Lavar os graos com 63,30 L de agua a 75,6 C
(O Add water to achieve boil volume of 85,23 L
O Estimated pre-boil gravity is 1,044 SG
Ingredientes da Fervura
Qtd Nome Tipo H %/IBU Volume
94,00 g Willamette [5,50 %] - Fervura 60,0 min Lupulo |5 17,2 IBUs | -
37,00 g Hallertau Magnum [14,00 %] - Fervura 10,0 min Lapulo |6 6,3 IBUs |-
QO Estimated Post Boil Vol: 83,33 L and Est Post Boil Gravity: 1,047 SG
Cool and Transfer Wort
(O Cool wort to fermentation temperature
O Transfer wort to fermenter
(O Add water if needed to achieve final volume of 60,00 L
Pitch Yeast and Measure Gravity and Volume
(O Measure Actual Original Gravity (Target: 1,047 SG)
(O Measure Actual Batch Volume (Target: 60,00 L)
Fermentation
(O 06 Oct 2021 - Fermentagio Priméria (4,00 dias a 19,4 C terminando em 19,4 C)
file:///C:/Users/Usuario/AppData/Roaming/BeerSmith3/Reports/bsxtmp 21004.htm 06/10/2021
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Belgian Pale Ale / Escala Piloto Page 2 of 2

(O 10 Oct 2021 - Fermentagio Secundaria (10,00 dias a 19,4 C terminando em 19,4 C)
Dry Hop and Bottle/Keg

(O Measure Final Gravity: (Estimate: 1,009 SG)

O Date Bottled/Kegged: 20 Oct 2021 - Carbonation: Usar 341,16 g Corn Sugar

O Age beer for 30,00 days at 18,3 C

(O 19 Nov 2021 - Drink and enjoy!

Notes

file:///C:/Users/Usuario/AppData/Roaming/BeerSmith3/Reports/bsxtmp 21004.htm 06/10/2021
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Anexo 5 — Receita de cerveja produzida em escala industrial

Belgian Pale Ale / Escala Cervejaria LOBA

Page 1 of 2

Belgian Pale Ale / Escala Cerve

Belgian Pale Ale (16 B)

Type: Tudo Grao Date: 06 Oct 2021

Batch Size: 1500,00 L Brewer: Fabio Ferreira Floréncio
Boil Size: 1585,23 L Asst Brewer:

Boil Time: 60 min Equipment: Equipamento LOBA
End of Boil Vol: 1583,33 L Efficiency: 68,00 %

Final Bottling Vol: 1498,00 L

Est Mash Efficiency: 68,9 %

Fermentation: Ale, Two Stage Taste Rating: 30,0
Taste Notes:

Prepare for Brewing

O Ativagio de Levedura Nio Utilizada
O Clean and Prepare Brewing Equipment
O Total Water Needed: 1929,72 L

(O Mash Water Acid: Nenhum

Mash or Steep Grains

Ingredientes da Mostura

Qtd Nome Tipo # %/1BU  Volume
130,00 kg Pilsner (2 Row) Bel (3,9 EBC) Grao 1 38,3% |84,76L
130,00 kg Wheat Malt, Bel (3,9 EBC) Gréao 2 383% [84,76 L
53,00 kg Caraamber (59,1 EBC) Grao 3 156 % |34,56 L
26,00 kg Melanoiden Malt (39,4 EBC) Grao 4 7,7 % 16,95 L
Etapas da Mostura
Nome Descricdo TemperaturaDuracéo
Protein Rest Adicionar 889,09 L de dgua a 54,0 C 50,0 C 30 min
Saccharification Aquecer até 64,4 C no decurso de 15 min 64,4 C 75 min
Mash Out Aquecer até 75,6 C no decurso de 10 min 756 C 10 min
O Sparge Water Acid: Nenhum
QO Lavar os grios com 1040,63 L de 4gua a 75,6 C
(O Add water to achieve boil volume of 1585,23 L
QO Estimated pre-boil gravity is 1,045 SG
Ingredientes da Fervura
Qtd Nome Tipo i %/1BU Volume
1800,00 g Willamette [5,50 %] - Fervura 60,0 min Lupulo |5 17,3 IBUs| -
710,00 g Hallertau Magnum [14,00 %] - Fervura 10,0 min Lupulo |6 6,3 IBUs |-
O Estimated Post Boil Vol: 1583,33 L and Est Post Boil Gravity: 1,047 SG
Cool and Transfer Wort
O Cool wort to fermentation temperature
QO Transfer wort to fermenter
O Add water if needed to achieve final volume of 1500,00 L
Pitch Yeast and Measure Gravity and Volume
(O Measure Actual Original Gravity (Target: 1,047 SG)
(O Measure Actual Batch Volume (Target: 1500,00 L)
Fermentation
(O 06 Oct 2021 - Fermentagio Primaria (4,00 dias a 19,4 C terminando em 19,4 C)
(O 10 Oct 2021 - Fermentagdo Secundaria (10,00 dias a 19,4 C terminando em 19,4 C)
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Belgian Pale Ale / Escala Cervejaria LOBA

Dry Hop and Bottle/Keg
O Measure Final Gravity: (Estimate: 1,009 SG)
O Date Bottled/Kegged: 20 Oct 2021 - Carbonation: Usar 8811,29 g Corn Sugar
O Age beer for 30,00 days at 18,3 C
O 19 Nov 2021 - Drink and enjoy!

Notes
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Anexo 6 - Pardmetros para o calculo da ANOVA obtidas nos testes de aceitagdo global das

cervejas produzidas pelas linhagens de Saccharomyces cerevisiae testadas em escala piloto

ANOVA

Fontes de Graus de Soma dos Sgmedios F F
Variagdo Liberdade guadrados calculado tabelado
Amostra 2 6,78 3.4 4,52 3,15
Provador 47 64,7 1,4 1,83

Residuo 94 70,52 0,75

Total 143 142 1,0

Total de provadores: 48 FC = Fator de 4345,0

correcédo
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