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RESUMO

Esse estudo teve como objetivos a producdo de cervejas artesanais no estilo Pilsen
com adicdo das frutas sapoti e atemoia em sua composicdo e a utilizacdo de leveduras
imobilizadas em sistemas micro e nanoestruturados para avaliacdo dos processos de
fermentagdo alcodlica. A polpa de atemoia foi adicionada no mosto cervejeiro na
concentracdo de 8,5% (p/v) e a polpa de sapoti na concentracdo de 17% (p/v). A adicdo de
frutas aumentou o teor de compostos fendlicos totais das cervejas de atemoia (111,29 mg/100
mL) e de sapoti (77,61 mg/100 mL) em relacdo a cerveja sem frutas (64,00 mg/100 mL) e
também aumentou o teor alcodlico das cervejas com frutas (5,0°GL) em relacéo a cerveja sem
frutas (4,6°GL). Para a producéo da cerveja artesanal no estilo Pilsen com o uso de leveduras
imobilizadas utilizou-se a concentracdo de leveduras 10 % (p/v) imobilizadas em alginato 2 %
(p/v). A fermentacdo alcodlica se completou em 6 dias, quando o teor de sélidos soltveis do
mosto (14°Brix) foi reduzido a 7,0°Brix e a cerveja atingiu a graduacgdo alcodlica de 4,9°GL.
E no estudo do desenvolvimento de um conjugado de nanoparticulas magnéticas (NPM) com
as leveduras imobilizadas, as leveduras realizaram a fermentacdo alcotlica do mosto em 96
horas. O problema apresentado pela matriz de alginato-NPM foi que as nanoparticulas de
ferro se soltaram do alginato e migraram para 0 mosto fermentado. Na tentativa de imobilizar
as NPM na matriz, foi realizado um ensaio de fermentacéo alcodlica com uso das leveduras
imobilizadas em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-quitosana. Nesse ensaio as NPM
ficaram ligadas na matriz e ndo houve escape de ferro para o mosto. Porém a difusdo de
substrato para dentro da levedura encapsulada ficou prejudicada e dessa forma ndo houve
fermentacdo alcodlica do mosto em 96 horas. As sugestdes futuras de modificacbes de
metodologia para o uso das leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-
quitosana sdo: diminuir o tempo de permanéncia das leveduras imobilizadas na solucdo de
quitosana de 12 horas para 1 hora para que ndo ocorra fechamento excessivo dos poros da
matriz polimérica e fazer primeiro a encapsulacdo das leveduras no alginato e depois a
imersdo dessas na solucdo de glutaraldeido. Dessa forma, as leveduras estardo mais protegidas
da toxicidade do glutaraldeido e ainda assim, serd possivel o glutaraldeido fazer ligacGes
cruzadas com a parte externa do suporte de imobilizacdo, garantindo que as nanoparticulas

magnéticas fiquem presas no alginato.

Palavras-chave: cervejas com frutas, estilo Pilsen, leveduras imobilizadas, alginato,

nanoparticulas magnéticas.
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ABSTRACT

This study had as objectives the production of artisanal beers in the Pilsen style with
the addition of sapoti and atemoia fruits in their composition and the use of immobilized
yeasts in micro and nanostructured systems for the evaluation of alcoholic fermentation
processes. The atemoia pulp was added to the brewing wort at a concentration of 8.5% (w/v)
and the sapoti pulp at the concentration of 17% (w/v). The addition of fruits increased the
total phenolic compounds content of atemoia (111.29 mg/100 mL) and sapoti (77.61 mg/100
mL) beers compared to non-fruit beer (64.00 mg/100 mL) and also increased the alcoholic
content of beers with fruit (5.0°GL) compared to non-fruit beer (4.6°GL). The concentration
of 10% (w/v) yeasts immobilized in 2% (w/v) alginate was used for the production of the
Pilsen style beer using immobilized yeasts. The alcoholic fermentation was completed in 6
days, when the soluble solids content of the wort (14°Brix) was reduced to 7.0°Brix and the
beer reached the alcoholic grade of 4.9°GL. And in the study of the development of a
conjugate of magnetic nanoparticles with the immobilized yeasts, the yeasts carried out the
alcoholic fermentation of the wort in 96 hours. The problem presented by the alginate-
magnetic nanoparticles matrix was that the iron nanoparticles were released from the alginate
and migrated to the wort. In the attempt to trap the magnetic nanoparticles in the matrix, an
alcoholic fermentation test was carried out using yeasts immobilized in alginate- magnetic
nanoparticles -glutaraldehyde-chitosan matrix. In this assay the magnetic nanoparticles were
bound in the matrix and there was no escape of iron to the wort. However, the diffusion of the
substrate into the encapsulated yeast was impaired and in this way there was no alcoholic
fermentation of the wort in 96 hours. Future suggestions for modifications of methodologies
for the use of immobilized yeasts in alginate- magnetic nanoparticles -glutaraldehyde-chitosan
matrix are: decrease the residence time of the immobilized yeasts in the chitosan solution
from 12 hours to 1 hour so that there is no excessive closure of the polymer matrix pores and
first encapsulating the yeasts in the alginate and then immersing them in the glutaraldehyde
solution. Thus, yeasts will be more protected from the toxicity of glutaraldehyde and yet, it
will be possible for glutaraldehyde to cross-link with the outside of the immobilization

support, ensuring that the magnetic nanoparticles are trapped in the alginate.

Key-words: fruit beers, Pilsen style, immobilized yeasts, alginate, magnetic nanoparticles
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1. INTRODUCAO

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo e uma das mais antigas. Por
volta de 1842 na cidade de Pilsen, situada na atual Republica Tcheca, surgiu o estilo Lager
Pilsen, uma cerveja leve, clara e de baixo teor alcodlico (entre 3 e 5%) que foi originada do
armazenamento da cerveja em local resfriado durante a fermentacdo. A partir de 1874 esse
estilo se popularizou no continente americano, pois com advento das maquinas refrigeradoras
sua producdo foi facilitada. O estilo Pilsen se tornou a preferéncia da populacdo brasileira
pelas suas caracteristicas leves e refrescantes para o clima tropical. No Brasil, o consumo do
estilo Pilsen chega a 98% do total ingerido (BAMFORTH & RUSSEL, 2009;
CERVBRASIL, 2014).

O Brasil ocupa, atualmente, a 3% posicdo mundial na fabricacdo de cerveja e a 24?
posicdo mundial em consumo da bebida (CERVBRASIL, 2014). As microcervejarias
nacionais possuem uma escala de producdo na média de 4.160 litros por més de cerveja e
segundo a ABRABRE (2014), aproximadamente 1% da producdo nacional é de
responsabilidade das microcervejarias, que se concentram principalmente nas regides sul e
sudeste do Brasil. A cerveja artesanal € caracterizada como um produto de excelente
qualidade e alto valor de mercado, possuindo aromas e sabores diferentes e esta voltada a um
mercado-consumidor que busca produtos diferenciados e prioriza um produto de melhor
qualidade sensorial (LODOLO et al. 2008; ARAUJO, SILVA, MINIM, 2003).

Apesar de a cerveja ser a bebida alcodlica mais consumida no pais, poucos
consumidores tém conhecimento sobre os efeitos benéficos de seus compostos. O consumo
moderado de cerveja (1 lata por dia para mulheres e 2 latas por dia para homens) apresenta
beneficios a salde (CERVBRASIL, 2014). A cerveja contém compostos antioxidantes e
varios estudos comprovam que o consumo regular desses compostos reduz o risco de
incidéncia de doengas como varios tipos de cancer e doencas cardiovasculares (BAMFORTH
& RUSSEL, 2009; CERVBRASIL, 2014; SOHRABVANDI, MORTAZAVIAN, REZAEI,
2012). As principais fontes de compostos antioxidantes da cerveja sdo 0S compostos
fenodlicos, sendo provenientes da casca de cevada malteada e do lipulo (GANBAATAR et al.,
2015; GERHAUSER, 2005).

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento regulamenta a definicdo da
cerveja na Portaria n° 8, de 17 de janeiro de 2014: “Entende-se exclusivamente por cerveja a

bebida resultante da fermentacdo, mediante levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada
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ou do extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgdo, adicionado de
lGpulo. Uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida por
adjuntos cervejeiros” (BRASIL, 2014). As frutas sdo um dos adjuntos possiveis de se utilizar
na producdo de cerveja artesanal, fornecendo um produto inovador e também sendo uma
alternativa em fonte de acUcares para as leveduras realizarem a fermentacgéo alcodlica.

As industrias utilizam adjuntos cervejeiros variados como alternativas para 0 processo
de producdo de alcool. Estas fontes alternativas de aglcares geralmente diminuem o custo
produtivo da cerveja, pois a cevada malteada na maioria das vezes apresenta maior custo em
relacdo aos adjuntos. O uso de frutas exdticas na producdo de cerveja artesanal € interessante
pelo processo inovador, além de introduzir frutos pouco explorados na tecnologia de
fermentacdes. Este trabalho propds o uso de duas frutas exdticas (sapoti e atemoia) pouco
conhecidas na producao de cervejas com frutas.

Frutas tropicais como o0 sapoti e a atemoia sdo conhecidas por seu sabor exotico,
tendo grande potencial para industrializacdo. O sapoti (Manilkara sapota L.) é nativo da
Ameérica Central e pertence a familia Sapotaceae. Apesar de esta planta ter se adaptado as
mais diferentes condicBes de solo, clima e altitude nos trépicos, seu desenvolvimento e
producéo sdo favorecidos por altas temperaturas. Assim, no Brasil, os estados nordestinos se
destacam na producdo de sapoti (MORAIS et al., 2006). A atemoia (Annona cherimoia, Mill.
x Anonna squamosa L) é um fruto nativo das regibes tropicais e subtropicais da América do
Sul. A atemoia é uma espécie originada do cruzamento entre a cherimoia (Annona cherimoia,
Mill.) e a pinha (Anonna squamosa L). O fruto maduro apresenta bom rendimento em polpa,
com bem menos sementes que a pinha, tem sabor delicado e alto teor de acUcares soluveis
(em torno de 20 a 25°Brix) (SILVA et al., 2009; SOBRINHO, 2010).

Outro problema existente na elaboracdo de cerveja artesanal € o processo de separacao
de leveduras livres na cerveja verde. O mercado artesanal carece de alternativas tecnoldgicas
para realizar a etapa de clarificacdo, pois a cerveja artesanal elaborada sem esta etapa
apresenta aspecto turvo e geralmente agrada menos os consumidores que estdo acostumados
com as cervejas filtradas oferecidas no mercado pelas grandes industrias cervejeiras.

Uma oportunidade de inovagdo na producdo de cerveja é o uso de leveduras
imobilizadas na etapa de fermentagéo alcoolica. Existem muitas vantagens no uso de células
imobilizadas de leveduras em relacdo ao uso de células livres, tais como: sua repetida
utilizacdo resultando em economia nos processos industriais; eliminacdo da operacdo de

remocdo de células livres do produto; aumento da estabilidade e metabolismo celular,
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resultando em melhor rendimento em etanol e menor tempo gasto para transformacédo de
acucar em alcool (NIKOLIC et al., 2010; PLESSAS et al., 2007; ZHOU, LI, L1, 2010).

Além da imobilizacdo celular, uma nova alternativa no setor biotecnologico é o
método de imantacdo por adsorcdo de particula magnética na célula, enzima ou proteina de
interesse. Nanoparticulas magnéticas (NPM) feitas com dxido de ferro (Fe™ e Fe*3) ja tem
uso permitido pelo Food and Drug Administration, 6rgdo sanitario normativo dos Estados
Unidos da América (EUA), nas areas de biotecnologia. Existem varias estratégias para efetuar
a conjugacdo das NPM com biomoléculas, como por exemplo, o encapsulamento destas com
polimeros como o alginato. Assim o uso de NPM no processo de fermentagdo alcoolica ira
separar as leveduras da cerveja, resultando em eliminacdo da operacéo de remocao de células
livres do produto (COLOMBO et al., 2012; ZHANG et al., 2011).

Com isto, este trabalho propde o uso de micro particulas magneto poliméricas como
alternativa tecnoldgica para otimizar a separacao de células de leveduras livres e aprimorar o

reuso destas leveduras em varios processos fermentativos.

1.1. Historico da Cerveja

Desde a antiguidade hé relatos da producéo de cerveja pelo homem. Ha 5500 a.C. foi
confirmada a existéncia de bebidas alcodlicas fermentadas e especificamente de cerveja, por
meio de analises quimicas realizadas em depdsitos residuais de um pote encontrado num
campo arqueoldgico neolitico iraniano (BAMFORTH & RUSSEL, 2009; EBLINGER &
NARZIB, 2012).

Na antiga Mesopotamia (mais precisamente na Suméria) foi achada uma prova
arqueoldgica relativa a producdo de cerveja em inscricdes rupestres que se referiam a um
cereal chamado emmer (Triticum dicoccum) utilizado para produzir pdo e uma bebida
alcodlica similar a cerveja. Os pedacos de pdes eram imersos em agua e deixados para
fermentar espontaneamente, através da acdo de leveduras selvagens (BAMFORTH &
RUSSEL, 2009; EBLINGER & NARZIB, 2012).

Também na China ha registros de 4000 anos a.C. da “kiu”, uma cerveja feita a base de
cevada, trigo, milho e arroz. O livro dos Mortos, do Antigo Egito, traz mencdes sobre cerveja
fabricada com cevada. Os egipcios inovaram a arte de fazer cerveja e substituiram os pedacos
de paes imersos em agua por grdos germinados no processo fermentativo (BAMFORTH &
RUSSEL, 2009; EBLINGER & NARZIB, 2012).
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Na era Medieval, a fabricacdo de cerveja era feita por varios mosteiros. Nesta
producdo eram empregadas diversas ervas, com 0 intuito de aromatizar a bebida, como,
mirica, rosmarinho, louro, sélvia, gengibre e o ldpulo. A adicdo de lUpulo no processo
cervejeiro teve sua introducdo entre os anos 700 e 800 pelos monges do mosteiro de San
Gallo na Suica (ROSA & AFONSO, 2015; EBLINGER & NARZIB, 2012). As variagdes
relacionadas a propor¢do dos ingredientes (ervas, &gua, malte, lGpulo e leveduras) e ao
processo de fabricacdo resultavam em diferentes tipos de cerveja (ROSA & AFONSO, 2015).

A era Contemporanea teve seu inicio na revolucdo francesa que ocorreu nas Gltimas
décadas do século XVII (1789 - 1799) e neste periodo 0 modo de producédo de cerveja sofreu
mudangas decisivas durante a revolugéo industrial. Uma ampla variedade de cervejas surgiu
durante o século XVII, sendo que cada variedade era definida pelos diversos ingredientes que
eram incorporados, bem como pela qualidade da agua presente na sua elaboracdo. Outro fato
de grande destaque neste periodo (entre o século XVII e XVIII) foi & invencdo da maquina a
vapor por James Watt, em 1765, o que permitiu a industrializagdo da producdo cervejeira
(BAMFORTH & RUSSEL, 2009; EBLINGER & NARZIB, 2012; HORNSEY, 2003).

Ja no século XIX, mais precisamente em 1870, Louis Pasteur, 0 precursor no processo
de pasteurizacdo, aplicou seu método pela primeira vez na producdo de cerveja. Pouco tempo
depois, na regido europeia, as cervejarias passaram a adotar o processo de pasteuriza¢do como
padrdo em sua linha de producdo. Ainda na década de 1880 houve o acolhimento deste
método pelas cervejarias da América (FONTANA, 2009).

No Brasil, o habito de tomar cerveja teve seu inicio durante o século XIX, com a
chegada de D. Jodo VI, o qual trouxe consigo esta pratica e a disseminou durante a
permanéncia da familia real portuguesa em territorio brasileiro. Nessa época, a cerveja
consumida no Brasil era proveniente de paises europeus. Em 1888, foi fundada na cidade de
Rio de Janeiro, a Manufatura de Cerveja Brahma pela empresa Villigier e Cia. Alguns anos
depois, em 1891, a Companhia Antartica Paulista foi criada na cidade de Sdo Paulo
(VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001).

Atualmente essas empresas se difundiram originando a Ambev, a maior empresa
cervejeira do Brasil. Em 2004, a Ambev anunciou sua fusdo com a cervejaria belga
InterBrew, resultando na Interbev, o maior grupo cervejeiro do Mundo (VENTURINI FILHO,
2010). Segundo Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja (CERVBRASIL, 2014), o
Brasil produziu 13,5 bilhdes de litros de cerveja em 2013 e ocupa o terceiro lugar no ranking

mundial de produgdo, atras apenas de China e Estados Unidos. No ano de 2013, as
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companhias produtoras de cerveja foram responsaveis por 2% do PIB nacional, gerando um
faturamento de R$ 70 bilhdes, o que ressalta a grande importancia da inddstria cervejeira para

a economia brasileira.

1.2. Constituintes da cerveja: agua, malte de cevada, IUpulo e levedura

A Lei da Pureza (Reinheitsgebot) foi uma norma (aprovada em 23 de abril de 1516 em
Ingolstadt, na Baviera, Alemanha) que instituiu que a cerveja deveria ser fabricada apenas
com 0s seguintes ingredientes: agua, cevada (malte), lupulo e levedura. A fabricacdo de
cerveja na Alemanha, Suica e Grécia segue até hoje a lei da pureza, utilizando apenas esses
quatro principais ingredientes na cerveja (EBLINGER & NARZIB, 2012).

A agua € o principal constituinte da cerveja respondendo por pelo menos 92% de sua
composi¢do. A qualidade da dgua é um fator determinante na qualidade da cerveja. Assim a
agua a ser utilizada durante a fabricacdo da cerveja deve satisfazer os requisitos de uma agua
potavel (limpa, sem cheiro, sem cor e também ndo pode ter nenhum microrganismo nocivo a
salude) (BARROS & BARROS, 2010). A agua a ser utilizada na fabricacdo da cerveja deve
também apresentar caracteristicas especificas, como pH apropriado (sendo a faixa ideal para a
producdo de cerveja entre 6,5 a 7,0, variando de acordo com o tipo de cerveja a ser produzida)
e uma concentracdao adequada de sais minerais como o célcio. O nivel de calcio na agua é
importante para a estabilidade e sabor da cerveja, estimula a acdo enzimatica das proteases e
amilases, aumentando assim o teor de carboidratos fermentaveis e compostos nitrogenados no
mosto (RIO, 2013; VENTURINI FILHO, 2010).

Outro componente essencial na fabricacdo da cerveja é a cevada. Esse grdo € uma
graminea da espécie Hordeum vulgare. O cultivo da cevada se da em regiGes de clima
temperado. Na América do Sul, a Argentina é o grande produtor e o Brasil também faz
producdes no Rio Grande do Sul durante o inverno. A composi¢cdo da cevada em peso seco é
de 70-85% de carboidratos (dos quais o0 amido corresponde a 50-63%), 7-13% de proteinas e
1-1,5% de lipidios. Para o processo de fabricacdo da cerveja, a cevada passa pelo processo de
maltagem. A maltagem € a germinacao controlada dos gréos e seu objetivo é desenvolver as
enzimas amilases e proteases que serdo responsaveis posteriormente por converter 0 amido
em acucares fermentesciveis e solubilizar as proteinas durante o processo de producdo do
mosto cervejeiro (RIO, 2013; SOARES, et al., 2007; YALCIN et al., 2007).
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O ldpulo (Humulus lupulus L.) é uma trepadeira perene originaria de climas
temperados, sendo bastante cultivada nos EUA e paises do norte da Europa. No Brasil ndo
existem condi¢cfes climaticas adequadas a producdo de lupulo, por isso, todo o suprimento
nacional é importado. As flores femininas da planta contém a lupulina, que € um material
resinoso, de sabor amargo, onde predominam resinas e taninos. O lapulo tem dupla funcéo, a
aromatica e a que propicia o sabor amargo. Os cachos florais séo colhidos da trepadeira e as
flores sdo secas e comercializadas principalmente na forma de pellets (ALMAGUER et al.,
2014; MEGA, NEVES, ANDRADE, 2011). A Figura 1 apresenta o lupulo na forma de

pellets, processo em que as flores sdo secas e prensadas e na forma de flor in natura.

Figura 1: Foto do lapulo: [A] Pellets e [B] Flor fémea de IUpulo. Fonte: SIQUEIRA, 2014

As leveduras utilizadas no processo cervejeiro sao as do género Saccharomyces (como
S. cerevisiae e S. uvarum), que tem como funcdo principal a conversdo de acucares
fermentesciveis (como glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose) em etanol e gas
carb6nico e em menor quantidade em outros subprodutos (como glicerol, acetaldeido,
butilenoglicol, além de &cidos organicos como o succinico, acético e piravico). A conversao
de acucares em etanol e gas carbdnico por leveduras como S. cerevisiae € realizada devido a
presenca de enzimas (como as enzimas da via glicolitica, a piruvato descarboxilase e a alcool
desidrogenase), as quais promovem diversas reacfes que terminam por transformar a glicose
(CeH1206) em etanol (CH3CH20OH) e gas carbénico (CO2), em um processo exotérmico
demonstrado na reagéo da Figura 2 (LIMA & FILHO, 2011).

‘ C.H,,0, — 2 CH,CH,0OH + 2 CO, + 33ca|.|

Figura 2: Conversao de glicose em etanol e CO2. Fonte: LIMA & FILHO, 2011
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As leveduras do género Saccharomyces possuem a capacidade de metabolizar
acucares como a glicose, a frutose, a sacarose, a maltose e a maltotriose. Sabe-se que somente
a glicose e a frutose serdo diretamente fermentadas pelas leveduras e que os demais agucares
necessitam de acdo enzimatica para serem fermentados. No caso da sacarose, essa é
dissociada em glicose e frutose pela enzima invertase e depois fermentada pelas leveduras. J&
a maltotriose (3 unidades de glicose) e a maltose (2 unidades de glicose) séo levadas para o
interior da célula pelo sistema de enzimas permeases e entdo dissociadas em glicose pela
enzima maltase. E muito importante enfatizar que o transporte, hidrélise e fermentacdo da
maltose e da maltotriose (que correspondem a mais de 60% dos acgucares fermentesciveis do
mosto) pelas leveduras é fundamental para a elaboracdo da cerveja (EBLINGER & NARZIB,
2012).

1.3. Definicéo e classificacéo das cervejas

No Brasil, a cerveja é definida por meio do Decreto N° 6,871, de 04 de Junho de 2009,
como a bebida obtida por meio da fermentacéo alcodlica do mosto cervejeiro proveniente do
malte de cevada e agua potavel, por acdo de uma levedura cervejeira, com adi¢cdo de lapulo.
Ainda dentro deste mesmo decreto a cerveja € classificada quanto, ao extrato primitivo, a cor,
ao teor alcodlico, a proporcdo de malte de cevada e quanto a fermentacdo (BRASIL, 2009).
Dentre as classificacdes da cerveja, a principal e mundialmente mais difundida é a relacionada
com o tipo de fermentacdo, onde se tem dois grandes grupos, as cervejas do tipo Ale (alta
fermentagdo) e as do tipo Lager (baixa fermentagdo) (SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008;
EBLINGER & NARZIB, 2012).

Na industria cervejeira distinguem-se fundamentalmente duas espécies de leveduras:
S. cerevisiae e S. uvarum ou carlsbergensis. As leveduras mais utilizadas no processo
cervejeiro sao S. cerevisiae para producdo de cervejas do tipo Ale e S. uvarum (anteriormente
denominada carlsbergensis) utilizada para producéo de cervejas do tipo Lager.

As cervejas tipo Ale (alta fermentacdo) sdo antigas, pois ja eram produzidas antes do
dominio da tecnologia da fermentagéo. Para as leveduras tipo Ale, o processo de fermentacao
alcoolica ocorre em temperaturas de 15 a 25°C, com duracdo de 2 a 5 dias. Esse tipo de
cerveja é obtido pela agdo da levedura cervejeira, que surge a superficie da fermentacdo
tumultuosa devido a retencdo de gas pelas leveduras, por isso 0 nome “alta fermentacéo”. Sua

fabricacdo sugere a adicdo de concentracGes mais elevadas de malte e de lupulo. As cervejas
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tipo Ale tém em geral um sabor pronunciado de IGpulo e um maior teor alcoolico que varia de
4 a8% (BOTELHO, 2009, CARVALHO, 2007; SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).

As leveduras tipo Lager sdo utilizadas em temperaturas que podem variar de 7 a 15°C,
com duracdo do processo de fermentacéo alcodlica de 10 a 15 dias. Nessas temperaturas mais
baixas, a levedura tem seu metabolismo de forma mais lenta, e ocorre menos formacdo de
espuma superficial no processo de fermentacdo alcodlica. Por isso as leveduras tendem a se
sedimentar no fundo do fermentador, sendo assim, denominadas leveduras de baixa
fermentacdo. A temperatura e o tipo de levedura tém grande influéncia no sabor final da
cerveja devido as baixas temperaturas usadas no processo. Os sabores e aromas das cervejas
Lager sé&o mais suaves em comparacdo com as Ales (BOTELHO, 2009; CARVALHO, 2007;
SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).

1.4. Processos industriais de fabricacéo da cerveja

A Figura 3 apresenta 0s principais processos industriais de fabricacdo da cerveja:

maltagem, mosturacdo, fervura do mosto, fermentacdo, maturacdo e engarrafamento da
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Figura 3: Fluxograma do processo da fabricagdo de cerveja. Fonte: SANTOS &
RIBEIRO, 2005.
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1.4.1. Maltagem

O processo de maltagem é realizado em instalacbes dedicadas a este proposito,
conhecidas como maltarias, que podem ou ndo ser anexas as industrias cervejeiras. Apods
passar por um processo de germinacdo em condic¢des controladas na maltaria (Figura 3), a
cevada recebe o nome de malte. Malte € um termo técnico utilizado para definir a matéria-
prima resultante da germinacdo de qualquer cereal sob condicGes controladas. Quando nédo ha
indicacdo, se subentende que é feito de cevada e em qualquer outro caso, é acrescentado o
nome do cereal, por exemplo: malte de trigo, malte de centeio e de outros cereais. O objetivo
deste processo € desenvolver enzimas e modificar o amido tornando-o mais macio e soltvel
(REBELLO, 2009).

A maltagem se divide em quatro etapas principais, descritas na Figura 3, como:
operacdes preliminares de limpeza/selecdo, operacbes de embebicdo ou maceragéo,
germinacdo e secagem. As etapas de operacGes preliminares envolvem limpeza, onde a
cevada fica livre de impurezas advindas de sua colheita e classificacdo dos grdos de cevada.
Na fase de classificacdo, os graos passam por um processo de calibracdo e sdo separados das
palhas e dos gréos partidos fazendo com que cheguem ao processo de molha de forma mais
uniforme possivel, para assim teoricamente se obter o mesmo tamanho e peso. O teor de
umidade inicial deve ser de 11 - 12% (MARTINS & RODRIGUES, 2015).

Na molha, a cevada limpa e classificada ¢ submersa em agua até obter o teor de
umidade desejado, que possibilitard o inicio da germinacdo do embrido (MARTINS &
RODRIGUES, 2015). O processo é finalizado em aproximadamente dois dias quando um teor
de umidade de 42 - 48% é alcancado e neste ponto ha o aparecimento da radicula
(VENTURINI FILHO, 2010).

Apbds macerada, a cevada € colocada entdo para germinar em compartimentos
apropriados. Para que o ar imido ascendente ou descendente atravesse a cevada é comum que
0s germinadores apresentem fundo falso perfurado, cuja espessura varia, dependendo do
processo adotado. Usualmente essa etapa é encerrada quando a estrutura embriondria atinge
dois tergos do comprimento do grdo. O tempo requerido nesta fase pode variar de 3 a 6 dias
dependendo dos equipamentos utilizados (CARVALHO, 2007; VENTURINI FILHO, 2010).

O processo de secagem dos graos de malte é realizado ap0s o processo de germinagéo.
Assim como na germinacao, esse processo também ocorre em compartimentos (denominados

secadores), os quais apresentam fundo falso e perfurado, para facilitar a passagem do fluxo de
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ar. O processo de secagem € dividido em trés etapas, onde a temperatura varia
respectivamente de 49 — 60°C para 70°C e 88 — 100°C, tendo uma diminui¢do de umidade dos
graos de 45% para 4 - 5% no malte de cerveja Lager e 2 - 3% no malte de cerveja Ale. E nesta
fase que se incorpora a maior parte do sabor caracteristico do malte ao grdo (CARVALHO,
2007; VENTURINI FILHO, 2010).

A cevada deve germinar facil e uniformemente durante a fase de maltagem. O teor
ideal de proteinas deve estar entre 9,5 e 11,5%. O poder amilolitico das enzimas deve ser
suficiente para hidrolisar a maior parte do amido do malte e dos adjuntos (VENTURINI
FILHO, 2010).

Neste trabalho a etapa de maltagem nédo foi realizada por ndo se tratar do objetivo
deste estudo. As matérias primas obtidas ja estavam malteadas conforme o processo descrito

acima.

1.4.2. Mosturagdo

Conforme descrito na Figura 3, a mosturacdo consiste em misturar 0 malte moido e
agua, em dornas com controle de temperatura que iniciam 0 processo a baixas temperaturas e
vao aquecendo por etapas até 75°C. Quando a temperatura estiver a 50°C, estardo agindo as
proteases, na temperatura de 60-65°C ocorre a sacarificagdo do amido gelificado pela [3-
amilase e a 70-75°C ocorre a dextrinizagdo do amido pela a- amilase. O produto final da
mosturacdo € o mosto cervejeiro que pode ser definido como uma solucdo, em agua potavel,
de carboidratos, aglcares simples, proteinas, aminoacidos e sais minerais, resultantes da
degradacdo enzimatica dos componentes da matéria-prima que compdem o mosto. Ao final da
mosturacdo, procede-se a filtracdo do mosto, por gravidade, atraves das cascas do malte que
formam uma cama no fundo da dorna (CARVALHO, 2007; SANTOS & RIBEIRO, 2005).
Apos a filtracdo do mosto, as cascas do malte (bagaco de malte) sdo retiradas por uma peneira
e assim o0 processo pode ir para a etapa de fervura.

1.4.3. Fervura

Apos a filtragem, 0 mosto é levado a fervura nas dornas, durante 2 horas. As
operacgdes de mosturacdo e de fervura sdo designadas de brassagem na cervejaria. Na fervura

do mosto ocorre estabilizacdo biolégica (0s micro-organismos que possam ter sido
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introduzidos nas operacdes anteriores sdo destruidos); estabilizacdo bioquimica (as enzimas
que se mantiveram ativas sdo inativadas) e estabilizacao fisico-quimica (as proteinas de maior
peso molecular sdo desnaturadas, precipitam e, com elas, arrastam os polifendis, tornando o
mosto mais limpo). Muitas vezes, o lupulo € acrescentado quando a fervura esta no meio ou
mesmo no final. A raz8o é que os Oleos essenciais do lGpulo responsaveis pelo
desenvolvimento do aroma sdo volateis, podendo perder-se na fervura prolongada
(CARVALHO, 2007; SANTOS & RIBEIRO, 2005). Apos a fervura e agitagdo do mosto,
procede-se com a etapa de clarificacdo sob agitacdo (whirlpool) conforme demonstrado na
Figura 3. Nesta etapa as impurezas denominadas de “Trub Grosso” (substratos, proteinas
desnaturadas e polifendis) sdo decantadas e retiradas. Com isto, a etapa de preparo de mosto é

finalizada, conforme descrito no segundo bloco da Figura 3.

1.4.4. Fermentacdo

Apos a fervura, 0 mosto € centrifugado, resfriado e aerado para se fazer a inoculagéo
da levedura cervejeira. Durante a fermentacdo principal, ocorre a utilizacdo dos agucares pelas
leveduras e producdo de CO; e alcool. O processo de fermentagédo dura entre 2 a 5 dias para a
cerveja tipo Ale e entre 10 a 15 dias para a cerveja tipo Lager e, ao final se obtém, além do
mosto fermentado, uma grande quantidade de CO>, que apds ser purificado é enviado para a
etapa de carbonatacdo da cerveja em grandes industrias, conforme indicado na Figura 3
(SANTOS e RIBEIRO, 2005).

1.4.5. Maturacéo

A maturacdo € um repouso prolongado da cerveja a temperaturas baixas (0 a 3°C
durante um durante um periodo de 15 a 60 dias), que contribui para a clarificacdo da cerveja e
melhoria do sabor final. Na maturacéo ha precipitacao de proteinas e leveduras; o amargor do
lipulo se atenua e o sabor da cerveja madura se estabelece (CARVALHO, 2007; SANTOS &
RIBEIRO, 2005).

A seguir sdo feitas a clarificacdo (filtragdo) e a carbonatacdo, como operagdes de
acabamento da cerveja. Com o objetivo de remover impurezas que ainda nao se decantaram e

proporcionar a limpidez final do produto, procede-se a filtracdo da cerveja ap6s a maturacéo.
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Estas impurezas resultantes da etapa de filtracdo sdo chamadas de “Trub Fino” de acordo com

a Figura 3.

1.4.6. Engarrafamento

O teor de CO- existente na cerveja ao final do processo normalmente ndo € suficiente
para atender as necessidades do produto. Desta forma, realiza-se a carbonatacdo da mesma,
por meio da injecdo do gas carbdnico reaproveitado da etapa de fermentacdo (conforme
descrito na Figura 3). Apds a carbonatacao, a cerveja pronta € enviada para envase em barris
(chopp) ou € enviada para engarrafamento e pasteurizacdo (cerveja) (CARVALHO, 2007;
SANTOS & RIBEIRO, 2005). Em micro cervejarias que utilizam processos artesanais, a
carbonatacdo pode ser realizada com adicao de acUcar juntamente de uma pequena quantidade
de leveduras para produzirem gas ap6s o engarrafamento (processo similar com o utilizado
para producdo de espumantes no estilo tradicional de Champenoise) e este foi o método

utilizado no processo produtivo deste trabalho.

1.5. Inovacgdes tecnoldgicas na producédo de cerveja

1.5.1. Imobilizacdo de leveduras e uso de nanoparticulas magnéticas

Apbs a fermentacdo principal, a cerveja verde ainda possui uma suspensdo de
leveduras. Esta suspensdo de leveduras contribui para a turbidez indesejada da cerveja e em
indastrias de médio e grande porte é realizado o processo de filtragdo da cerveja. A
necessidade de equipamentos como centrifuga ou filtros e de uma etapa dedicada para realizar
a filtracdo de cerveja aumenta o custo de producdo. A separacao de leveduras livres no mosto
fermentado € um problema, dentro do processo cervejeiro, bem elucidado em alguns trabalhos
na literatura (NEDOVIC et al., 2005; DUARTE et al., 2013). Por isso, esses trabalhos buscam
alternativas tecnoldgicas para otimizar esta etapa e uma alternativa seria o uso de leveduras
imobilizadas na etapa de fermentacdo alcodlica. Por meio da separacdo das leveduras
encapsuladas, a etapa de filtragdo da cerveja seria eliminada, o que resultaria em uma
otimizacdo do processo produtivo. O uso desta técnica de separacdo de leveduras da cerveja

impactaria positivamente, principalmente, o micro-produtor em escala artesanal, eliminando a
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necessidade de equipamentos caros, diminuindo o tempo de produgéo e obtendo um produto
de qualidade superior (mais limpido) em relacéo a cerveja artesanal nédo filtrada.

De forma geral, enzimas e microrganismos livres no meio reacional estdo sujeitos a
inativacdo por fatores diversos, podendo ser estes de origem quimica, fisica ou bioldgica,
como decorréncia da estocagem ou mesmo durante o uso. Desta forma, ha necessidade de se
estabilizar estes biocatalisadores, como meio de evitar a inativagdo ou diminuicdo de sua acao
desejada (AMICI et al., 2008). Uma alternativa tecnoldgica encontrada para aperfeicoar a
acao de organismos celulares como fungos, leveduras ou bactérias é a imobilizacdo celular. A
imobilizacdo celular é feita de maneira que seja preservada a atividade catalitica desejada e
tem sua utilizagdo tanto em escala laboratorial, quanto industrial (COVIZZI et al., 2007).

Existem muitas vantagens no uso de leveduras imobilizadas em relacdo ao uso de
leveduras livres como: sua repetida utilizacdo resultando em economia nos processos
industriais, eliminacdo da operacdo de remocdo de células livres do produto, aumento da
estabilidade e metabolismo celular, resultando em melhor rendimento em etanol e menor
tempo gasto para transformacdo de actcar em alcool (ALMONACID et al., 2012; DUARTE
et al., 2013; ZHOU, LI, LI, 2010). A imobilizacdo feita de forma correta tende a elevar a
atividade fermentativa da levedura, promovendo a adaptacdo das células ao meio. Em
sistemas de imobilizagdo celular obtém-se maior massa de células por unidade de volume de
trabalho, quando relacionado aos sistemas que tém como principio a utilizacdo de células
livres (OLIVEIRA, 2010; WILLAERT & NEDOVIC, 2006).

Segundo WILLAERT & NEDOVIC (2006) o processo de imobilizacdo celular ja foi
descrito para as diferentes fases da producdo da cerveja como: acidificagdo do mosto,
formacdo de flavour durante a fermentacdo secundaria (maturacdo da cerveja verde),
fermentacdo principal e para producédo de cervejas sem alcool ou de baixo teor alcodlico. De
acordo  BERLOWSKA, KREGIEL, AMBROZIAK (2013) apenas algumas poucas
tecnologias de imobilizacdo de leveduras propostas na literatura resultaram em producdo de
cerveja em escala piloto ou implementacao industrial.

Duas dificuldades no uso de leveduras imobilizadas na fermentacdo principal é a
manutencdo do estado fisioldgico desejado das células imobilizadas e a modificacdo do aroma
de cerveja (BERLOWSKA, KREGIEL, AMBROZIAK, 2013; WILLAERT & NEDOVIC,
2006). Durante a fermentacéo principal, os alcoois superiores sdo produzidos pelas leveduras
como subprodutos da fermentacdo alcoolica e estes representam a maior fracdo dos

compostos volateis. Os alcoois superiores alifaticos contribuem com o aroma de alcool na
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cerveja. Alguns trabalhos reportaram um decréscimo na produgdo de &lcoois superiores na
cerveja por leveduras imobilizadas em relagdo as leveduras livres. Esse decréscimo foi
atribuido ao limitado crescimento celular dos sistemas das células imobilizadas, levando a
uma deficiente remocéo de nitrogénio.

O uso de imobilizacdo celular em alginato de calcio tem se destacado, devido
principalmente &s suas caracteristicas intrinsecas, como biocompatibilidade, porosidade e
facilidade de manipulacdo. Devido a essas propriedades, o alginato é um dos suportes mais
utilizados como matriz para o aprisionamento e/ou liberacdo de uma variedade de proteinas e
células (DUARTE et al., 2013). A imobilizacdo celular por aprisionamento em uma matriz
porosa & baseada na inclusdo de organismos celulares no interior de uma rede rigida,
impedindo desta forma que as células se difundam para o0 meio exterior, permitindo
simultaneamente a transferéncia de nutrientes e metabdlitos (OLIVEIRA, 2010). Pode- se

observar na Figura 4 varias leveduras dentro da matriz polimérica de alginato.
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura demonstrando células de levedura
aprisionadas dentro de uma matriz porosa de alginato de calcio. Fonte: DUARTE et al.,
2013

O alginato é um polissacarideo natural, ndo toxico, extraido de algas marrons como
Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystispyrifera, nas quais o alginato
compreende até 40% de seu peso seco. O alginato apresenta estrutura molecular linear, o qual
contém residuos de ligacdo de B-D- &cido manurdnico e a-L- &cido gulurénico, unidos entre-
si por ligagdes glicosidicas 1,4, em varias proporcGes e arranjos. O alginato varia

extensamente em termos de proporcdo entre os residuos de &cidos manurénicos (M) e de
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acidos gulurénicos (G), bem como em sua estrutura sequencial e grau de polimerizacdo. Desta
forma, o alginato pode apresentar sequéncias alternadas de residuos MG e blocos constituidos
de dois ou mais residuos M ou G (Figura 5) (AMICI et al., 2008; KAWAGUTI e SATO,
2008).

(a)

(b)
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Figura 5: Estrutura quimica do alginato; a) residuos de acidos manurdnicos; b) residuos
de &cidos gulurdnicos; c) residuos de acidos manurénicos e gulurdnicos alternados.
Fonte: KAWAGUTI e SATO, 2008

O alginato de sddio, solivel em &gua, apresenta a propriedade de formacdo de gel na
presenca de cations multivalentes como os fons Ca?*. Esferas de alginato podem ser
preparadas através da extrusdo da solucdo de alginato, contendo a proteina ou célula de
interesse, por gotejamento em solugdes de Ca?" Sr?* ou Ba?*. A formagdo do gel e pontes
cruzadas dos polimeros é possivel devido a troca dos ions de sddio por cations divalentes,
demonstrado na Figura 6, esta estrutura gelificada também ¢é conhecida como “Egg Box”
(AMICl et al., 2008; KAWAGUTI e SATO, 2008).
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Figura 6: Estrutura quimica do gel de alginato formado através da ligacdo dos
polimeros com o calcio. Fonte: KAWAGUTI e SATO, 2008

Outro material bastante utilizado nos processos de imobilizacdo celular é a quitosana.
(NAYDENOVA et al., 2014). Essa é um amino-polissacarideo derivado da quitina, cuja a
qual, é um polissacarideo de estrutura linear constituido por unidades de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina em propor¢des variadas. A quitosana € obtida a partir da
desacetilacdo da quitina com tratamento alcalino e, portanto, é composta predominantemente
por unidades D-glicosamina (Figura 7). A quitina é um polissacarideo encontrado no
exoesqueleto de crustaceos e insetos. A quitosana é insolivel em agua, bases, alcool e
acetona, porém torna-se solivel em solucdes de alguns acidos organicos como acido acético
em pH <6 (JANEGITZ et al., 2007; MOURA, 2006; SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006).
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Figura 7: Estrutura quimica da quitosana e da quitina. Fonte: SIGMA ALDRICH, 2007

Quando um polimero aniénico como o alginato e um polimero catibnico como a
quitosana estdo presentes na solucdo aquosa, forma-se um Complexo Polieletrdlito (PEC).
Alginato e quitosana se ligam através da interacdo idnica entre 0s grupos amino da quitosana
e grupos carboxila do alginato formando o PEC, que confere mais estabilidade e resisténcia
aos dois polimeros diminuindo os poros das microesferas (ALBARGHOUTHI et al., 2000;
BECHERAN-MARON, PENICHE, ARGUELLES-MONAL, 2004; GEORGE, ABRAHAM,
2006).

A literatura apresenta duas formas de se obter as microesferas de alginato com
quitosana: a solucdo de alginato é gotejada numa solucdo de cloreto de célcio e apds o
término desse processo as esferas sdo colocadas em contato com uma solucdo de quitosana
em acido acético e primeiramente a solucdo de alginato é misturada com a solucdo de
qguitosana em acido acético que sao gotejadas na solucdo de cloreto de célcio
(ALBARGHOUTHI et al., 2000; BECHERAN-MARON, PENICHE, ARGUELLES-
MONAL, 2004; GEORGE, ABRAHAM, 2006).

Como proposta para aumentar a estabilidade de matrizes poliméricas como o alginato
e a quitosana, o glutaraldeido é utilizado em diversos trabalhos com a funcdo de realizar
cross-link (ligacdo cruzada) entre as matrizes (RIEGGER et al., 2018). A Figura 8 apresenta a
estrutura quimica do glutaraldeido. E a Figura 9 ilustra o cross-link entre quitosana e
glutaraldeido ocasionado por uma hidrélise do glutaraldeido no grupamento amina da

quitosana.
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Figura 8: Estrutura quimica do glutaraldeido. Fonte: SIGMA ALDRICH, 2007

Figura 9: Cross-link entre quitosana e glutaraldeido. Fonte: COVIZZI et al.; 2007

Além da imobilizacdo celular, uma nova alternativa no setor biotecnoldgico é o
método de imantacdo por adsorcdo de particula magnética na célula, enzima ou proteina de
interesse, cuja proposta neste trabalho é de separar as leveduras imobilizadas. Nanoparticulas
magnéticas (NPM) feitas com ¢xido de ferro (Fe*? e Fe*®) ja tem uso permitido pelo Food and
Drug Administration (EUA) nas areas de biotecnologia, que engloba a area alimenticia e
producdo de bebidas. Existem varias estratégias para efetuar a conjugacdo das NPM com
biomoléculas, como por exemplo, o encapsulamento destas com polimeros como o alginato.
Assim o uso de NPM no processo de fermentacdo alcodlica ira separar as leveduras da
cerveja, resultando em eliminacdo da operacdo de remocdo de células livres do produto
(COLOMBO et al., 2012; ZHANG et al., 2011).

Atualmente o uso das NPM na medicina e biotecnologia vem sendo cada vez mais
explorado na literatura (PETCHAROEN, SIRIVAT, 2012). Existem varias formas de 6xidos

de ferro, uma das mais utilizadas e sintetizadas é a Magnetita (FesO4). E conhecido que a
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forma de preparagdo da NPM influéncia nas suas caracteristicas fisico-quimicas e magnéticas,
0 método mais simples e eficiente de preparacdo é pela co-preciptacdo quimica
(SUPATTARASAKDA et al., 2013).

Pelo fato das NPM serem superparamagnéticas em ambiente natural, ou seja,
apresentarem seu carater magnético quando expostas a um campo magnético, estas particulas
demonstram grande interesse de uso em diversas areas de estudo (PETCHAROQEN, SIRIVAT,
2012). Para obter esta caracteristica as NPM precisam estar na escala nanométrica, e 0 modo
em que as mesmas sdo sintetizadas influenciam no seu formato e tamanho. A sintese pela co-
preciptacdo forma NPM em escala nanométrica e de morfologia esférica (LIU et al., 2006).
O seu uso na biotecnologia e medicina vem sendo cada vez mais explorado pelas suas
caracteristicas magnéticas, biocompatibilidade e baixa toxicidade em organismos bioldgicos
(PETCHAROEN, SIRIVAT, 2012). A separacdo de substancias e particulas ¢ um exemplo de
utilizacdo das NPM, sendo uma tecnologia explorada neste trabalho em conjunto com a
imobilizacdo das leveduras em alginato para realizar a separacdo magnética das leveduras e da

cerveja.

1.5.2. Adicéo de frutas como adjunto cervejeiro

Grande parte da producdo cervejeira em territorio brasileiro é proveniente das grandes
cervejarias que produzem cervejas tradicionais. Enquanto as microcervejarias sdo mais
voltadas para a elaboracdo das chamadas cervejas artesanais, as microcervejarias brasileiras
possuem média mensal de producdo de cerveja de 4.160 litros (ABRABE, 2014). Para o
publico que esta em busca de uma bebida de qualidade, com aroma e sabor mais pronunciado,
as cervejas artesanais sdo uma alternativa (DONADINI & PORRETTA, 2017).

A cerveja contém quantidades significativas de vitaminas do complexo B,
principalmente folatos e riboflavina, além de ser citada como importante fonte de selénio. A
cerveja pode ser considerada uma boa fonte de polifendis encontrados tanto no malte quanto
no ldpulo. Na composicdo da cerveja, cerca de 70 a 80% dos compostos fenolicos séo
originarios do malte, enquanto 20 a 30% se originam do lUpulo (GANBAATAR et al., 2015;
PIAZZON, FORTE, NARDINI, 2010; SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).

A cerveja € uma bebida que possui capacidade antioxidante moderada, devido a
presenca de compostos fenolicos. A capacidade antioxidante da cerveja € comparavel a do
vinho branco, porém inferior a do vinho tinto (SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).
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Segundo estudo realizado por GORINSTEIN ET AL. (2000) a concentracdo de procianidinas,
epicatequinas e acido ferdlico € significativamente maior na cerveja quando comparada ao
vinho branco, conferindo a cerveja boa capacidade antioxidante.

Entre os antioxidantes consumidos nos alimentos, os compostos fenolicos costumam
ser 0s mais abundantes nas dietas. Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de
radicais livres, prevenindo o estresse oxidativo e consequentemente o aparecimento de
doencgas cronicas nao transmissiveis. Estudos epidemioldgicos sugerem associacdes entre o
consumo de alimentos ricos em compostos fenolicos e a prevencdo de muitas doengas como
cancer, doencas cardiovasculares e inflamacgdes (HAMINIUK et al., 2012).

Além dos antioxidantes fenolicos aturarem como sequestradores de radicais livres,
algumas vezes também atuam como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciacao
como na propagacao do processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela acédo
destes antioxidantes sdo relativamente estiveis devido & ressonancia do anel aromaético
apresentada por estas substancias. Os compostos fendlicos e alguns de seus derivados s&o,
portanto, eficazes para prevenir a oxidacgdo lipidica (HAMINIUK et al., 2011). Devido a sua
capacidade antioxidante e baixo teor alcodlico, o consumo moderado de cerveja é considerado
benéfico a salide (CALLEMIEN & COLLIN, 2009; SIQUEIRA, BOLINI, MACEDO, 2008).

A legislacdo brasileira permite que parte do malte de cevada possa ser substituida por
adjuntos cervejeiros, cujo emprego ndo podera ser superior a 45% em relacdo ao malte de
cevada (BRASIL, 2009). Visando basicamente a reducao de custos com a matéria-prima, as
industrias cervejeiras substituem parte do malte de cevada por outros cereais como o gritz de
milho, o arroz partido, o trigo, a propria cevada ndo malteada e o xarope de milho. Os
adjuntos derivados de cereais séo definidos como fonte de carboidratos ndo malteados. Esses
adjuntos sdo adicionados na fase de mosturacdo e as enzimas contidas no malte hidrolisam
parte do seu amido a agucares fermentaveis (R10, 2013; CARVALHO, 2007).

As frutas sdo um dos adjuntos possiveis de se utilizar na producdo de cerveja
artesanal. Frutos tém sido utilizados como adjuntos cervejeiros ha séculos, especialmente no
estilo belga Lambic (Fruits Lambics). A adicdo de frutas como cereja, framboesa e péssego
sdo comuns para este estilo de cerveja (PRASAD, 2014). A adicdo de frutas tropicais como
adjunto cervejeiro pode fornecer um produto inovador e as frutas também sdo uma alternativa
em fonte de acUcares para as leveduras realizarem a fermentagéo alcoolica.

O sapoti (Manilkara sapota L.) é nativo da América Central e pertence a familia

Sapotaceae (Figura 10). Apesar de esta planta ter se adaptado as mais diferentes condicGes de
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solo, clima e altitude nos trdpicos, seu desenvolvimento e producdo séo favorecidos por altas
temperaturas e umidade. Assim, no Brasil, 0s estados nordestinos se destacam na producdo de
sapoti. Um grande incentivo para os produtores € o elevado preco que este fruto atinge no
mercado interno (MORAIS et al., 2006). Nos varios paises onde o sapoti é produzido, o
mesmo é consumido na maioria das vezes in natura. O sapoti € um fruto suculento, bastante
doce e seu aroma pode ser identificado com facilidade. Na caracterizagdo da polpa de sapoti
in natura, a média de sélidos sollveis totais foi de 15,67°Brix o teor de acUcares foi de
11,17% (OLIVEIRA, AFONSO, COSTA, 2011).

Figura 10: Fotos do sapoti (Manilkara sapota L.). Fonte: proprio autor

A atemoia (Anonna squamosa X Anonna cherimola) é um hibrido interespecifico entre
a cherimoia (Anonna cherimola Mill) e a ata, pinha ou fruta do conde (Anonna squamosa L.)
e pertence a familia Annonaceae, sendo oriunda da América do Sul (Figura 11). A atemoia é
cultivada principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Os frutos apresentam alto valor
comercial nos mercados nacional e internacional. Esta fruta vem tendo nos ultimos anos uma
preferéncia especial pelos consumidores e produtores por apresentar algumas vantagens em
relacdo a ata. Entre as vantagens, o fruto apresenta menor nimero de sementes, maior
rendimento em polpa e sabor delicado (SILVA et al, 2009; SOBRINHO, 2010). No estudo de
ORSI et al. (2012), na caracterizacdo da polpa de atemoia in natura, a média de sélidos
soluveis totais foi de 25,10°Brix o teor de agucares foi de 21,93%.
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Figura 11: Fotos da atemoia (Anonna squamosa X Anonna cherimola). Fonte: préprio
autor

Muitas frutas tropicais, como o sapoti e a atemoia sdo considerados frutos exoticos e
apresentam grande potencial para industrializagdo. Esses frutos sdo populares nas regides
tropicais e muito apreciados por seu sabor. Contudo, tais frutos apresentam alta perecibilidade
e perdas pos-colheita, tendo um rapido amadurecimento, o que dificulta sua conservacéo e
comercializacdo. O uso de tecnologia de processamento pode ser uma solucdo para aproveitar
0 excedente da producdo destes frutos, que na maioria das vezes sdo consumidos somente in
natura. A polpa congelada, o suco e o sorvete sdo os produtos geralmente produzidos a partir
das frutas tropicais. O desenvolvimento de outros produtos como as cervejas com frutas deve
agregar valor a esses frutos e como desafio deve-se levar em consideragdo que muitas vezes o
processamento leva a perda do sabor caracteristico da fruta (OLIVEIRA, AFONSO, COSTA,
2011; ORSl et al., 2012).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Esse estudo teve como objetivo principal a producdo de cervejas artesanais no estilo
Pilsen, formuladas com adicdo das frutas tropicais sapoti e atemoia em sua composi¢éo e a
utilizacdo de leveduras imobilizadas em microparticulas magneto poliméricas para avaliacdo

dos processos de fermentacédo alcoolica.
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2.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver as cervejas artesanais no estilo Pilsen utilizando as polpas de sapoti e
atemoia como adjuntos cervejeiros;

e Realizar anélises fisico-quimicas nos mostos e cervejas;

e Avaliar a atividade fermentativa das leveduras imobilizadas em alginato em
comparacao com leveduras livres durante a fermentacdo alcodlica;

e Avaliar o reuso das leveduras imobilizadas em alginato durante as fermentagdes
alcodlicas;

e Realizar a produgéo de cerveja no estilo Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas
em alginato;

e Desenvolver um conjugado das NPM com as leveduras imobilizadas e aplicar esse

sistema imobilizado na etapa de fermentacéao alcodlica.

3. METODOLOGIA

3.1. Matérias primas utilizadas na producao de cerveja

As matérias primas foram adquiridas do fornecedor Brew Market, Sdo Paulo, SP. A
levedura comercial utilizada foi a alemad Lager W 34/70 Fermentis®. O malte utilizado foi o
tipo Pilsen Best Malz importado da Alemanha, sendo que os graos foram adquiridos inteiros e
a moagem foi feita no laboratério. O lGpulo utilizado foi o de aroma SAAZER adquirido em

pellets e importado da Republica Tcheca.

3.2. Brassagem (mosturacéo e fervura do mosto)

Durante o processo de brassagem, pesaram-se 2,3 Kg de malte moido e utilizaram-se 6
litros de &gua mineral no processo. Mais 4 litros de agua foram separados para as etapas
posteriores de lavagem e fervura do mosto. Em uma panela grande com torneira embutida
foram aquecidos 6 litros de dgua mineral. A temperatura foi controlada até atingir 65°C e
adicionou-se o malte triturado dentro de uma bolsa para cozimento e coagem de grdos. A

temperatura foi mantida na faixa de 65 até 75°C, durante 1 hora. Durante a operagdo de
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mosturacao, ocorreu 0 processo enzimatico de sacarificacdo, onde o amido contido no malte

em maltose e outros agucares, conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Mosturacdo do malte realizada durante o processo de fabricacdo da cerveja
artesanal. Fonte: proprio autor

Na etapa seguinte fez-se a recirculagdo do mosto. Essa etapa do mosto consistiu em
lavar o bolo de grdos de malte com o proprio mosto, a fim de se retirar 0 méximo de acucares
do meio dos grdos. Para execucdo desta etapa, abriu-se a torneira da panela e encheu-se um
béquer com 1 litro com o mosto. Em seguida, verteu-se 0 mosto sobre os grdos de malte
usando uma escumadeira. O processo de recirculacéo foi repetido por 20 vezes.

Ap0s a etapa de recirculacdo do mosto, procedeu-se a etapa de lavagem do bagaco de
malte. Para execucdo desta etapa, abriu-se a torneira da panela e recolheu-se a maior parte do
mosto, até que os grdos de malte comecaram a aparecer dentro da panela. A partir deste ponto,
iniciou-se o processo de lavagem do bagaco de malte usando 4 litros da agua previamente
separada para lavagem. A lavagem tem a funcdo de extrair 0 maximo de acUcares que ainda
possam estar presentes no bagaco de malte.

Apds a etapa de lavagem, o bagaco do malte foi descartado e 0 mosto foi recolocado
dentro da panela para a etapa seguinte de fervura do mosto. O mosto foi fervido por 1 hora e
durante a fervura realizou-se as adi¢fes de lUpulo em trés tempos diferentes. O lGpulo de 12
Adicdo/Amargor (20 g) foi adicionado no inicio da fervura; o lGpulo de 22 Adicdo/Odor (10 g)
foi adicionado ap6s 45 minutos do inicio da fervura e o lGpulo de 3% Adigcdo/Odor (10 g) foi
adicionado apds 57 minutos do inicio da fervura.

Apos a etapa de fervura do mosto, foi realizada a corre¢cdo do volume final do mosto
com adi¢éo de dgua e com auxilio de um refratdbmetro de bancada. O teor de solidos soliveis
do mosto encontrou-se elevado ap0s a etapa de fervura devido a evaporacéo de parte da agua,

entdo se fez necessario a adicdo de agua para diluicdo do mosto até atingir o teor de sélidos
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soluveis adequado para o processo de fermentacdo, aumentando o rendimento de cerveja
produzida ao final. Para este trabalho foram utilizados mostos com 12 a 15° Brix.

O resfriamento do mosto até a temperatura de 18°C foi realizado com auxilio de um
trocador de calor de aluminio. O mosto resfriado foi filtrado com uma peneira de aco inox
para eliminar residuos de cascas de bagago de malte e de Iupulo e entdo se fez adicdo das

polpas das frutas.

3.3. Adicdo das polpas de sapoti e atemoia no mosto cervejeiro

Os frutos sapoti e atemoia foram adquiridos na Central de Abastecimento (CEASA,
Brasilia, DF), no periodo de Julho a Setembro de 2016. No laboratério, os frutos foram
sanitizados em solugdo contendo hipoclorito de sédio e lavados em agua corrente antes do
uso. Os frutos foram despolpados e as sementes foram descartadas. A polpa de atemoia foi
adicionada no mosto cervejeiro na concentragdo de 8,5% (p/v) e a polpa de sapoti foi
adicionada no mosto cervejeiro na concentracao de 17% (p/v). A polpa de atemoia apresentou

20°Brix e a polpa de sapoti apresentou 21°Brix.

3.4. Fermentacgao

Aproximadamente 30 minutos antes de se iniciar o processo de fermentacdo, foi
realizada a ativacdo da levedura seca. Para isso, encheu-se um béquer com 500 mL de mosto e
pesou-se 6 g de levedura seca. A levedura foi adicionada ao mosto e foi bem homogeneizada.
O processo foi realizado em capela de fluxo laminar para evitar contaminacdo. Para o
processo de fermentacdo, o mosto foi introduzido em garrafas plasticas de 5 litros (Figura 13).
Adicionou-se o fermento (levedura ativada) nos fermentadores, agitando-os levemente para a
areacdo da mistura. Em seguida confeccionou-se um “Airlock” com mangueira para cada
fermentador, de modo a permitir a saida de CO. e impedir a entrada de oxigénio durante a
fermentacgdo alcodlica, evitando assim, contaminagdo microbiana externa. Os fermentadores

foram incubados em camara climatica a 15°C por 15 dias.
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Figura 13: Fermentadores de 5 litros utilizados no processo de fabricacdo da cerveja
artesanal. Fonte: préprio autor

3.5. Maturacéo

Os fermentadores foram retirados da camara climética apés 15 dias de fermentacdo
alcodlica e a cerveja verde foi transferida com auxilio de uma bomba de véacuo para garrafas
previamente higienizadas. No fim do processo de fermentacdo alcodlica, as leveduras e o
bagaco de atemoia ou sapoti se sedimentaram ao fundo do fermentador e na trasfega esse
sedimento foi eliminado. Para o processo de maturacdo foi determinado que as cervejas

verdes fossem colocadas em refrigerador a 5°C por 15 dias.

3.6. Carbonatacéo e engarrafamento

Apo6s 15 dias de maturacdo, as garrafas foram retiradas do refrigerador. Para o
processo de carbonatacdo, foi efetuado a carbonatacdo, com adicdo de 7 g de xarope de
glicose e uma suspensdo de leveduras para cada 500 mL de cerveja. Para o preparo da
suspensdo de leveduras, pesou-se 0,5 g de levedura seca em 30 mL de agua. As cervejas
foram engarrafadas em garrafas de vidro &mbar de 600 mL e lacradas com recravadora
comum. Depois de lacradas e armazenadas, as garrafas foram deixadas a temperatura
ambiente por 15 dias para formacéao de gas carbénico.

3.7. Analises fisico-quimicas
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O pH foi determinado em pHmetro digital (AOAC, 2006). A acidez total foi
determinada através da titulagio com NaOH 0,1 M padronizado (IAL, 1985). O teor de
solidos sollveis (graus Brix) foi determinado por refratbmetro de bancada a 20°C. Os
acucares redutores foram determinados pelo método do ADNS ou &cido 3-5 dinitrossalicilico
(MILLER, 1959). Os compostos fenolicos totais foram determinadospelo método de Folin-
Denis (FOLIN & DENIS, 1912). A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de
DPPH (KIM et al.,, 2002) e ABTS (RE et al.,, 1999). O grau alcodlico das cervejas
determinou-se com uso de alcobmetro de Gay-Lussac (°GL) colocado diretamente em volume
de 250 mL de destilado a 20°C (1AL, 1985). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e

os resultados foram apresentados como valores da media e desvio padréo.

3.8. Imobilizacdo das leveduras em alginato

Para realizar o processo de imobilizagdo, uma suspenséo de leveduras 1% (p/v) foi
misturada com uma solucdo de alginato de sodio 4% (p/v) (Dinamica®), previamente
esterilizada. A contagem de células nessa suspensdo de leveduras foi realizada em camara de
Neubauer e apresentou a concentracio de 108 células/mL. As solucdes de alginato 4% e
levedura 1% foram misturadas em propor¢fes de volume iguais (1:1) e o alginato nessa
solugédo obteve a concentracdo de 2%. A mistura resultante foi gotejada por meio de uma
ponteira acoplada em uma bomba peristaltica em solucdo aquosa de cloreto de célcio 2% (p/v)
previamente esterilizada, para a formacao de esferas. As esferas imobilizadas foram mantidas
por 12 horas no cloreto de calcio na geladeira. Ap6s 12 horas, as esferas foram retiradas do
cloreto de célcio e lavadas 20 vezes com agua destilada para remover o excesso de célcio. As
esferas resultantes sdo demonstradas na Figura 14.

41



Figura 14: Leveduras imobilizadas em alginato de calcio. Fonte: proprio autor

3.9. Avaliacdo da atividade de leveduras imobilizadas em alginato durante a

fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcodlica foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, usando 30 g de
leveduras imobilizadas em alginato de calcio 2% (p/v) e 100 mL de mosto cervejeiro (13°Brix
e 6,53% de acucares redutores). Para realizar um estudo comparativo, também foi realizado
um ensaio com leveduras livres. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os erlenmeyers
foram incubados em camara climéatica na temperatura de 15°C. Para avaliar o processo de
fermentacgdo alcodlica, aliquotas de mosto fermentado foram retiradas nos tempos de 24, 48,
72 e 144 horas. As aliquotas foram analisadas quanto ao teor de sélidos sollveis (graus Brix),

pH e aclcares redutores.

3.10. Reuso das leveduras imobilizadas

No estudo do reuso das leveduras imobilizadas, a fermentacao alcodlica foi realizada
em erlenmeyer de 250 mL, usando 30 g de leveduras imobilizadas e 100 mL de mosto
cervejeiro (13°Brix e 6,53% de acucares redutores). O ensaio foi realizado em triplicata. Os
erlenmeyers foram incubados em cadmara climatica na temperatura de 15°C. Apds 72 horas de
incubacdo, as esferas foram filtradas, lavadas com agua destilada e adicionou-se mosto fresco

para uma nova etapa de fermentacéo alcodlica. Foram realizados 5 reusos. Apés cada reuso,
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as esferas foram pesadas e o fermentado alcodlico foi analisado quanto ao teor de sélidos

soluveis (graus Brix) e acUcares redutores.

3.11. Estudo da influéncia da concentracdo de leveduras imobilizadas no processo de

fermentacéo alcdolica

Para o estudo da influéncia da concentracdo de leveduras imobilizadas no processo de
fermentacao alcoolica, foram realizados experimentos em erlenmeyers de 1000 mL com 300
mL de mosto cervejeiro (13°Brix e 7,69% de acgUcares redutores). Foram testadas as
concentracdes de 5, 10 e 16,5 % (p/v) de leveduras imobilizadas, ou seja, para a concentracdo
de 10% de leveduras imobilizadas pesou-se 10 g de esferas de leveduras imobilizadas em
alginato para cada 100 mL de mosto cervejeiro. Nos intervalos de 24, 48 e 96 horas foram
retiradas aliquotas de fermentado alcodlico para anélises do teor de solidos solUveis (graus
Brix). Apds 96 horas de fermentagdo, os fermentados alcodlicos foram analisados quanto ao

grau alcoolico (°GL). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.12. Planejamento experimental para estudo da influéncia da concentracdo de
leveduras imobilizadas e da concentracdo de alginato no processo de fermentagéo

alcoolica

Foi utilizado planejamento composto central 22 para estudar a influéncia das variaveis:
concentracédo de leveduras imobilizadas (3,3-20,0 %, p/v) e concentracdo de alginato (0,5-5,0
%, p/v) no processo de fermentacdo alcoolica. Os ensaios totalizaram 12 experimentos,
incluindo quatro ensaios referentes ao fatorial 22 (-1 e +1), quatro repeticdes no ponto central
(0) e quatro ensaios nos pontos axiais (a =1,42), gerando apos validacdo estatistica, 0
diagrama de Pareto. A analise estatistica do modelo foi feita através de analise de variancia
(ANOVA) com uso do programa computacional STATISTICA, versdo 10.0. Essa analise
incluiu o teste Fisher (teste F) (RODRIGUES e LEMMA, 2014). A Tabela 1 mostra as

variaveis independentes e os valores decodificados do planejamento experimental.
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Tabela 1: Valores decodificados utilizados no planejamento experimental

Variaveis -a -1 0 1 o
Concentracéo de leveduras imobilizadas (%) 3,3 53 10,0 17,0 20,0
Concentracéo de alginato (%) 05 1,0 20 40 50

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 1000 mL com 300 mL de mosto
cervejeiro (13°Brix e 7,69% de acUcares redutores) e ap0s 48 horas de fermentagdo foram
retiradas aliquotas de fermentado alcodlico para determinacdo do teor de sélidos sollveis
(graus Brix).

3.13. Producao de cerveja no estilo Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas em

alginato e estudo do efeito do sistema imobilizado na fermentacéo alcodlica

A producdo de cerveja no estilo Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas foi
realizada utilizando a concentracdo de leveduras 10 % (p/v) imobilizadas em alginato 2 %
(p/v). O processo de brassagem foi realizado conforme o item 3.2. O mosto foi dividido em
duas garrafas de fermentagdo. Apds adicao de leveduras imobilizadas, os fermentadores foram
incubados em camara climatica a 15°C por 15 dias. Em um fermentador, a cada 24 horas
durante 15 dias, foram retiradas aliquotas de mosto fermentado para analisar o efeito do
sistema imobilizado na fermentacdo alcodlica. As aliquotas foram analisadas em relacdo ao
pH, acidez total, teor de sélidos sollveis (graus Brix), aglcares redutores e grau alcoolico
(°GL). O outro fermentador, apds 15 dias de fermentacdo alcoodlica, foi retirado da camara
climatica e a cerveja verde foi trasfegada para uma garrafa previamente higienizada e nesse
processo as leveduras imobilizadas foram eliminadas. Para a maturagdo, a cerveja foi
incubada a 5°C por 15 dias. A cerveja foi engarrafada conforme o item 3.6 e deixada a

temperatura ambiente por 15 dias para formacéo de gas carbénico.
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3.14. Aplicagdo das leveduras imobilizadas com uso de nanoparticulas magnéticas
(NPM) na fermentacéo alcodlica

3.14.1 Producédo das nanoparticulas magnéticas (NPM)

As NPM foram sintetizadas por co-precipitacdo alcalina. A reacdo realizada foi a

seguinte:

2 FeClz + FeCl2 + 8 NH4OH - Fe304 + 8 NH4Cl + 4 H20

Primeiramente uma solucdo de Cloreto de Ferro 11l foi preparada na concentragdo de
0,5 mol/L. Esta primeira solucéo teve a adicdo de uma solucéo de Cloreto de Ferro Il em uma
concentracdo de 0,25 mol/L. As solugdes de Ferro Il + Ferro Il foram agitadas continuamente
e posteriormente foi adicionada uma solugdo de hidroxido de amdnia na concentracdo de 2
mol/L, sob agitagdo magnética e aquecimento constante a 60°C por 60 minutos. Ao final da
reacdo, utilizou-se um magneto para separar as NPM e estas foram lavadas com agua

destilada (processo foi repetido trés vezes).

3.14.2. Imobilizacdo das leveduras em matriz de alginato-NPM e aplicacdo na

fermentacao alcoodlica

Para realizar o processo de imobilizacdo, uma suspensao de leveduras 1% (p/v) foi
misturada com uma solucdo de alginato de sodio 4% (p/v) (Dindmica®), previamente
esterilizada. A contagem de células nessa suspensédo de leveduras foi realizada em camara de
Neubauer apresentou concentracdo de 108 células/mL. As solugbes de alginato e levedura
foram misturadas em partes iguais (1:1) e o alginato nessa solucéo foi diluido para 2%. Entéo,
a solucdo de nanoparticulas magnéticas foi adicionada na mistura de leveduras e alginato. A
mistura resultante foi gotejada em solucdo aquosa de cloreto de célcio 2% (p/v) previamente
esterilizada, para a formacdo de esferas de 3,0 mm de didmetro (Figura 15). As esferas
imobilizadas foram mantidas por 12 horas no cloreto de calcio na geladeira. Ap6s 12 horas, as
esferas foram retiradas do cloreto de calcio e lavadas com agua destilada para remover o

excesso de calcio e obtiveram-se as leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM.
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Figura 15: Leveduras imobilizadas em matriz de alginato e nanoparticulas magnéticas.
Fonte: prdprio autor

A fermentacdo alcoolica foi realizada em erlenmeyer de 1000 mL, usando 30 g de
leveduras imobilizadas em alginato-NPM e 300 mL de mosto cervejeiro (ou seja,
concentracdo de leveduras de 10 %). Para realizar um estudo comparativo, também foi
realizada a fermentacédo alcoodlica com leveduras imobilizadas em alginato sem nanoparticulas
magnéticas. Os ensaios foram realizados em triplicata. O mosto cervejeiro utilizado na
fermentagdo alcoolica apresentou 15°Brix e 9,24 % de acucares redutores. Os erlenmeyers
foram incubados em cdmara climatica na temperatura de 15°C. Para avaliar o processo de
fermentacdo alcodlica, aliquotas de mosto fermentado foram retiradas nos tempos de 24, 48,
72 e 96 horas e analisadas quanto ao teor de solidos soltveis (graus Brix). Ap6s 96 h o mosto

foi analisado quanto ao grau alcodlico (°GL) e as leveduras foram pesadas.

3.14.3. Imobilizacdo das leveduras em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-

quitosana e aplicacdo na fermentacao alcodlica

Para realizar o processo de imobilizacdo das leveduras, 0,25 g de leveduras, 2 mL de
NPM, 2 g de alginato e 0,2 mL de glutaraldeido foram misturados em 100 mL de agua
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destilada estéril. A mistura resultante foi gotejada em uma solucdo aquosa de acido acético
5% (p/v), contento cloreto de calcio 2% (p/v) e quitosana 0,2% (p/v). As esferas imobilizadas
foram mantidas por 12 horas na solucdo de cloreto de calcio com quitosana na geladeira.
Apbs 12 horas, as esferas foram retiradas do cloreto de célcio com quitosana e lavadas com
agua destilada e obtiveram-se as leveduras imobilizadas em matriz de alginato 2%, NPM 2%,
glutaraldeido 0,2% e quitosana 0,2%.

O mosto utilizado como substrato para fermentacdo alcoolica foi composto por uma
solucdo aquosa contento peptona 2% (p/v), extrato de levedura 1% (p/v) e glicose 10% (p/v),
conforme descrito por DUARTE et al. (2013). O mosto foi autoclavado a 121°C por 20
minutos antes do uso. O teor de sélidos soltveis dessa solucdo foi de 12° Brix. A fermentacéo
alcoolica foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, usando 14 g de leveduras imobilizadas e
100 mL de mosto.

Para realizar um estudo comparativo, também foi realizada uma fermentacéo alcodlica
com leveduras livres. Os ensaios foram realizados em duplicata. Os erlenmeyers foram
incubados em camara climatica na temperatura de 15°C. A cada 24 horas foram retiradas
aliquotas de mosto fermentado, por um periodo de 144 horas. As aliquotas foram analisadas
em relacdo a teor de sélidos sollveis (graus Brix) por meio de um refratbmetro de bancada e a
concentragédo de ferro na solugéo.

A determinacdo da concentracdo de ferro no mosto foi realizada por leitura de
espectrometria de emissdo atébmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). A
determinacédo do teor de ferro por ICP objetivou verificar a quantidade de nanoparticulas de
magnetita que havia no mosto de fermentagdo com esferas de alginato-quitosana-
glutaraldeido-NPM. A leitura foi realizada por ICP-OES (Espectrometria de emissao atbmica
com plasma indutivamente acoplado) num espectrometro PerkinElmer, modelo Optima 8000,
com poténcia do plasma 400 W, vazdo do gas do plasma 10 L/min, vazdo do gas auxiliar 0,2
L/min, nebulizagdo 0,7 L/min, purga da optica 5 mL/min (nitrogénio), injetor Alumina (2mm
d.i.), Camara de nebulizacdo Scott, com processamento do sinal area sob o pico, tempo de
integracdo automatico, vazao de introdugdo da amostra 1,5 mL/min (COELHO, 2017). No
preparo das amostras, 3 mL de todas as aliquotas foram diluidas com &cido nitrico 2% em um
baldo volumetrico de 25 mL. Antes da leitura todas as amostras foram diluidas em 1:100
(miv).
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3.14.4. Influéncia do uso do glutaraldeido e do uso da quitosana na fermentacao
alcodlica com leveduras imobilizadas em alginato-NPM

Para testar a influéncia do uso do glutaraldeido na fermentacdo alcodlica com
leveduras imobilizadas em alginato-NPM, foram testadas as concentra¢fes de glutaraldeido
de 0,2% (p/v), 0,1% (p/v) e 0,05% (p/v). O glutaraldeido foi introduzido na mistura de
alginato 2% (p/v), leveduras 0,25% (p/v) e NPM 2% (p/v) e entdo essa mistura foi gotejada
em solucdo aquosa de cloreto de célcio 2% (p/v) para a formacéo das esferas de 3,0 mm de
didametro. As esferas imobilizadas foram mantidas por 12 horas na solucdo de cloreto de
calcio na geladeira. Apds 12 horas, as esferas foram retiradas do cloreto de célcio, lavadas
com agua destilada e assim obtiveram-se as leveduras imobilizadas em matriz de alginato-
NPM-glutaraldeido nas concentracfes de 0,2% (p/v), 0,1% (p/v) e 0,05% (p/v).

E para testar a influéncia do uso da quitosana na fermentacéo alcodlica das leveduras
imobilizadas em alginato-NPM, foram testadas as concentragdes de quitosana de 0,1 e 0,05 %
(p/v). A mistura de alginato 2% (p/v), leveduras 0,25% (p/v) e NPM 2% (p/v) foi gotejada em
uma solucdo aquosa de &cido acético 5 % (p/v), contento cloreto de célcio 2% (p/v) e
quitosana para a formacao das esferas de 3,0 mm de diametro. As esferas imobilizadas foram
mantidas por 12 horas na solucdo de cloreto de calcio com quitosana na geladeira. Apds 12
horas, as esferas foram retiradas do cloreto de calcio com quitosana e lavadas com &gua
destilada e assim obtiveram-se as leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM-
quitosana nas concentracdes de 0,1% (p/v) e 0,05% (p/v).

O mosto utilizado como substrato para fermentacdo alcoolica foi composto por uma
solucéo aquosa contento peptona 2% (p/v), extrato de levedura 1% (p/v) e glicose 10% (p/v),
conforme descrito por DUARTE et al. (2013). O mosto foi autoclavado a 121°C por 20
minutos antes do uso. O teor de sélidos soltveis dessa solugdo foi de 12°Brix. A fermentacéo
alcodlica foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, usando 14 g de leveduras imobilizadas e
100 mL de mosto. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os erlenmeyers foram incubados
em camara climatica na temperatura de 15°C.

Para avaliar o processo de fermentacdo alcodlica, aliquotas de mosto fermentado
foram retiradas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas e analisadas quanto ao teor de sélidos
soluveis (graus Brix). Foram realizados os seguintes ensaios: 1) leveduras livres, 2) leveduras
imobilizadas em matriz de alginato-NPM, 3) leveduras imobilizadas em matriz de alginato-
NPM e uso do glutaraldeido nas concentragdes de 0,2% (p/v), 0,1% (p/v) e 0,05% (p/v) e 4)
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leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM e uso da quitosana nas concentracfes de
0,1 e 0,05 % (p/v).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélises fisico-quimicas dos mostos e das cervejas sem adicdo de frutas, com

polpa de atemoia e com polpa de sapoti

Para a producdo das trés cervejas: cerveja sem adigédo de frutas, cerveja com polpa de
atemoia e cerveja com polpa de sapoti, obteve-se 6-7 litros dos mostos cervejeiros com o teor
de solidos soluveis entre 14,7-15,0°Brix.

Os mostos utilizados na producdo das cervejas sem adicdo de frutas, com polpa de
atemoia e com polpa de sapoti apresentaram entre 14,77 a 15,00°Brix e 7,51 a 7,88% de
acucares redutores (aglcares fermentesciveis como maltose e glicose). No estudo de
BONCIU, STOICESCU (2008), o mosto utilizado na producdo da cerveja com adi¢do de
cerejas apresentou 13,26°Brix e no estudo de estudo de CARVALHO ET AL. (2009), o mosto
utilizado na producdo da cerveja com adicdo de bananas apresentou 12,00°Brix. De acordo
BRIGGS ET AL. (2004), o mosto de malte de cevada apresenta 47% de maltose, 14% de
maltotriose, 8% de glicose (acucares fermentesciveis) e 30,5% de dextrinas (agUcares néao
fermentesciveis).

A acidez dos mostos deste estudo variou de 0,20-0,22 % e o pH variou de 5,51-5,85 .
No estudo de BRUNELLI, MANSANO, VENTURINI FILHO (2014) foi reportado resultado
parecido, onde 0 mosto cervejeiro apresentou valor médio de acidez de 0,15 % e pH de 5,83.
De acordo com FLORES ET AL. (2015), o pH do mosto cervejeiro deve situar-se entre 5,0 e
6,0, ocorrendo acidificacdo no processo posterior de fermentacao alcodlica. E de acordo com
PEREIRA, LEITAO (2016), a acidez total do mosto cervejeiro deve encontrar-se entre 0,1 e
0,3 % de acido latico.

Os teores de compostos fenodlicos dos mostos desse estudo variaram de 77,26-80,34
mg/100mL. No estudo de Barbosa (2016) o mosto utilizado na producdo da cerveja com
polpa de maracuja apresentou 99,00 mg/100mL de compostos fenolicos. Segundo ARON,
SHELLHAMMER (2010), no mosto cervejeiro cerca de 70 a 80% dos compostos fenolicos

sdo originarios do malte, enquanto 20 a 30% se originam do lupulo.
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A Tabela 2 apresenta as andlises fisico-quimicas das cervejas sem adicdo de frutas,

com polpa de atemoia e com polpa de sapoti. Apds a fermentacdo alcodlica, obteve-se 4,0

litros das cervejas com o teor alcodlico entre 4,6-5,0°GL.

Tabela 2: Andlises fisico-quimicas das cervejas sem adicdo de frutas, com polpa de

atemoia e com polpa de sapoti

Anélises Cerveja sem Cerveja de Cerveja de Valor
frutas atemoia sapoti dep

Acidez titulavel (% de &cido latico) 0,34 £0,01a 0,32 +0,01b 0,28+ 0,01c 0,0009
pH 4,16 +0,01a 4,23 +0,01b 4,51 +0,03c <0,0001
Sélidos soltveis (°Brix) 8,00 £ 0,01a 6,00 £ 0,01b 6,06 + 0,15b <0,0001
Acucares redutores (%) 1,94 +0,07a 1,14 £ 0,03b 1,28 +0,14b 0,0072
Fenolicos totais (mg/100 mL) 64,00 £ 0,15a 111,29+0,03b 77,61 £0,05c 0,0014
Teor alcéolico (°GL) 4,60 + 0,28a 5,00 £ 0,07b 5,00+ 0,01b 0,0028

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata + desvio padrdo. O valor de p
calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA nao pareado. As médias na mesma linha com letras
diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey

O teor de acidez da cerveja no estilo Pilsen (sem adicdo de frutas) deste estudo foi de
0,34 % e o pH foi de 4,16. Segundo BRIGGS ET AL. (2004), nas cervejas Pilsen puro malte
0 pH varia entre 3,74 a 4,63. No estudo de PINTO, ZAMBELLI, PONTES (2015) as cervejas
elaboradas com diferentes teores de acerola e abacaxi apresentaram acidez de 0,38 a 0,49 % e
pH de 4,10 a 4,24. N&o existe um valor padrdo para acidez total em cervejas (TAYLOR,
2015) e na legislacdo brasileira ndo existe um limite para uma acidez ou pH maximos
permitidos para cervejas. A producdo de acidos organicos durante a fermentacao alcodlica é
responsavel pela queda de pH observada entre 0 mosto e a cerveja (DRAGONE et al., 2008).

Neste estudo a adicdo das polpas de atemoia e sapoti ndo aumentou a acidez das
cervejas de atemoia (0,32 %) e de sapoti (0,28 %) em relacdo a cerveja sem frutas (0,34 %),
pois tanto a atemoia quanto o sapoti sdo frutas pouco acidas. No estudo de ORSI ET AL.
(2012) a polpa de atemoia in natura apresentou acidez de 0,54% e no estudo de OLIVEIRA,
AFONSO, COSTA (2011) a polpa de sapoti in natura apresentou acidez de 0,08%. No
entanto, € comum observar um aumento da acidez com a adi¢do de polpas de frutas nas
cervejas de frutas. No estudo de TRINDADE (2016) as cervejas tiveram valores de acidez
aumentados com a adicdo de maior quantidade polpa de amora e a polpa de amora in natura
apresentou acidez de 1,56 %.
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As cervejas no estilo Pilsen geralmente apresentam teor alcodlico entre 3,0 e 5,0°GL
(HORNSEY, 2003). O teor alcodlico obtido para as cervejas deste estudo foi de 4,6°GL para
a cerveja sem frutas e 5,0°GL para as cervejas de atemoia e de sapoti. Resultados parecidos
foram obtidos no estudo de BONCIU, STOICESCU (2008), onde a cerveja com cerejas
apresentou teor alcodlico de 4,9°GL. No estudo de CARVALHO ET AL. (2009) a cerveja
elaborada com banana apresentou teor alcodlico de 5,3°GL, enquanto a cerveja sem frutas
apresentou menor teor alcodlico de 4,7°GL. A adicdo de polpas de frutas com altos teores de
acucares como a banana, o sapoti e a atemoia contribuiram com aumento dos teores
alcodlicos das cervejas de frutas.

O teor de compostos fendlicos totais da cerveja no estilo Pilsen (sem adicdo de frutas)
deste estudo foi de 64 mg/100mL. FREITAS ET AL. (2006) reportaram valores de
compostos fendlicos de 40 a 80 mg/100mL para diferentes tipos de cerveja (cervejas de trigo
clara e escura, cervejas de cevada clara e escura de diferentes marcas). No estudo de
GANBAATAR ET AL. (2015), a anélise de identificacdo de compostos fendlicos por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia identificou maiores concentrac@es de catequina e
acido galico e menores concentracdes de acido ferdlico, rutina, acido vanilico e acido p-
cumarico em todas as amostras de cervejas no estilo Pilsen analisadas. No estudo de
PIAZZON, FORTE, NARDINI (2010), os diferentes estilos de cervejas analisadas
apresentaram valores de compostos fenolicos de 48 mg/100mL (Pilsen) a 87 mg/100mL
(Bock). Na analise de identificacdo de compostos fendlicos, em todas as cervejas o acido
ferulico foi o composto fendlico encontrado em maior quantidade.

Neste estudo a adi¢do das polpas de frutas aumentou o teor de compostos fenélicos
totais das cervejas de atemoia (111,29 mg/100 mL) e de sapoti (77,61 mg/100 mL) em relacédo
a cerveja sem frutas (64,00 mg/100 mL). E comum observar um aumento do teor de
compostos fendlicos totais com a adicdo de polpas de frutas nas cervejas de frutas, pois a
maioria das frutas é rica em compostos fenélicos (HAMINIUK et al., 2012; HAMINIUK et
al., 2011). No estudo de TRINDADE (2016), as cervejas tiveram os compostos fenolicos
aumentados com a adi¢do de maior quantidade polpa de amora, apresentando valores de 480,5
e 632,1 mg/100 mL, nas cervejas com adicdo de 10 e 30% de polpa de amora,
respectivamente. No estudo de VOGEL (2017), a adicdo da polpa de mirtilo aumentou a
concentracdo de polifendis da cerveja com mirtilos (95,0 mg /100 mL) em relacéo a cerveja

Pilsen (sem adigdo de frutas) que apresentou 73,4 mg /100 mL.
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A tabela 3 apresenta os resultados da atividade antioxidante das cervejas sem adigéo
de frutas e com polpa de atemoia. As atividades antioxidantes das cervejas desse estudo
variaram de 1440 a 2334 UM TEAC para 0 método de ABTS e de 842 a 1159 uM TEAC para
0 método de DPPH.

Tabela 3: Atividade antioxidante das cervejas expressa como equivalente em trolox
(TEAC), quantificada pelos métodos de ABTS e DPPH

Anélises Cervejasem frutas  Cerveja de atemoia Valor de p
ABTS (UM TEAC) 1440,58 + 39,42 2334,03 £ 68,08 <0,001
DPPH (UM TEAC) 842,88 + 21,79 1159,39 + 18,16 0,004

Fendlicos totais 64,00 £ 0,15 111,29 + 0,03 0,026

(mg/100 mL)

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata + desvio padrdo. O valor de p
calculado foi obtido por meio do teste t de student.

A adicéo de polpa de atemoia aumentou a atividade antioxidante da cerveja de atemoia
em relacdo a cerveja sem frutas. TAFULO ET AL. (2010) apresentaram valores menores de
atividade antioxidante para 27 amostras de cervejas comerciais, que variaram de 577 a 1189,5
UM TEAC para o método de ABTS e de 121,6 uM a 553,4 uM TEAC para 0 método de
DPPH. FREITAS ET AL. (2006) reportaram valores de atividade antioxidante de 911 a 3857
UM TEAC para o método de ABTS para diferentes tipos de cerveja (cervejas de trigo clara e
escura, cervejas de cevada clara e escura de diferentes marcas). Os autores relataram uma
correlacdo positiva entre o teor de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante
medida pelos diferentes métodos (ABTS e DPPH) nos diferentes tipos de cerveja. Bebidas
alcodlicas como o vinho e a cerveja mostram efeitos benéficos a salde associados ao
consumo moderado de &lcool e de seus compostos fendlicos e atividade antioxidante
(FREITAS et al., 2006; SANNA e PRETTI, 2015).

A Figura 16 apresenta as fotos das cervejas sem adi¢do de frutas, com polpa de sapoti

e com polpa de atemoia.
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Figura 16: Fotos da: a) cerveja sem frutas b) cerveja de sapoti e c) cerveja de atemoia.
Fonte: prdprio autor

A utilizacdo de frutas na producdo de cerveja garante uma dogura residual, aroma e
sabor caracteristico e aumenta o carater vinoso a cerveja, conferindo-lhe uma maior variedade
de compostos aromaticos (KUNZE, 2006). A utilizacdo de frutas na formulacéo de cervejas
permite a criacdo de novos estilos e esses estilos de cervejas com frutas vém ganhando espaco
no Brasil. As cervejas com frutas valorizam o uso das frutas regionais e também despertam a

atencdo dos consumidores.

4.2. Avaliacdo da atividade de leveduras imobilizadas em alginato durante a

fermentacéo alcoolica

As fermentagBes alcodlicas foram realizadas usando 30 g de leveduras imobilizadas
em alginato de célcio 2% (p/v) adicionadas em 100 mL de mosto cervejeiro. Para realizar um
estudo comparativo, também foi preparado um ensaio com leveduras livres. A Tabela 4
apresenta as analises fisico-quimicas das aliquotas de mostos fermentados retiradas nos

tempos de 24, 48, 72 e 144 horas de fermentacéo alcodlica.
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Tabela 4: Analises fisico-quimicas dos mostos fermentados por leveduras imobilizadas e

por leveduras livres

Leveduras imobilizadas em alginato 2% (p/v)

Tempo de H Solidos solaveis Acucares redutores
Fermentacéao b (°Brix) (%0)
Mosto* 4,70 £ 0,09 13,00 £ 0,01 6,53 +0,18
24 h 3,656+0,15 8,50 £ 0,56 3,10 £ 0,20
48 h 3,33+0,01 6,93 £ 0,06 2,37 £ 0,03
72 h 3,36 £0,17 7,30 £ 0,00 2,31+0,04
144 h 3,47 £0,03 7,30 £ 0,00 2,31+£0,08
Leveduras livres
Tempo de H Soélidos soltveis Acucares redutores
Fermentacao b (°Brix) (%0)
Mosto* 4,70 £ 0,09 13,00 £ 0,01 6,53+0,18
24 h 3,87 £0,03 8,40 £ 0,03 4,14 £ 0,45
48 h 3,67 +£0,01 8,60 £ 0,30 2,93+0,09
72h 3,73+0,02 8,40 £ 0,17 2,72 £ 0,01
144 h 3,80 £ 0,01 8,60 £ 0,30 3,03+0,01

*Mosto antes da inoculagdo de leveduras. As anélises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram apresentados como valores da média e desvio padréo.

Ao se comparar 0s mostos fermentados por de leveduras imobilizadas e por leveduras
livres, ap6s 72 horas de fermentacdo, tanto para as leveduras imobilizadas quanto para as
leveduras livres, a maior parte dos acucares do mosto foi consumida (transformada em
etanol). O mosto apresentou 13°Brix e 6,53% de acUcares redutores e os fermentados
alcodlicos apresentaram 7,30-8,50°Brix e 2,03-3,03% de acucares redutores. No tempo de
fermentacdo de 144 horas ndo houve alteragdo dos resultados, indicando que a fermentacdo ja
tinha se completado em 72 horas.

Esses resultados podem ser comparados ao estudo de SMOGROVICOVA, DOMENY
& SVITEL (2001), onde ao analisarem a atividade de leveduras Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em alginato, também se obteve finalizacdo da fermentagdo alcodlica em 72
horas. No estudo de NAYDENOVA et al. (2014), as leveduras Saccharomyces carlsbergensis
(Fermentis®) imobilizadas em uma matriz de alginato e quitosana também completaram a
fermentacdo de cerveja Lager em 72 horas. E no estudo de ALMOCINAD et al. (2012) a
velocidade de fermentacdo das leveduras imobilizadas foi igual a das leveduras livres e a
fermentacdo principal das cervejas Stout ocorreu em 96 horas.
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No estudo do reuso das leveduras imobilizadas, as fermentagdes alcodlicas foram
realizadas usando 30 g de leveduras imobilizadas em alginato de célcio 2% (p/v) e 100 mL de
mosto cervejeiro. Ap0s 72 horas de incubacdo na temperatura de 15°C, as leveduras
imobilizadas foram filtradas e adicionou-se mosto fresco para uma nova etapa de fermentacéo
alcodlica. A Tabela 5 apresenta os resultados de cada reuso, sendo que apds cada reuso, as
leveduras imobilizadas foram pesadas e os fermentados alcodlicos foram analisados quanto ao

teor de solidos soluveis (graus Brix) e acUcares redutores.

Tabela 5: Analises fisico-quimicas dos fermentados alcodlicos apds cada reuso e peso das
leveduras imobilizadas

Variaveis Sélidos soluveis Acucares Peso das leveduras
(°Brix) redutores (%) imobilizadas (g)
Mosto* 13,00 £ 0,00 6,53 +0,18 30,00 £ 0,20
1° Uso 8,60 £ 0,00 2,99 £ 0,09 30,01+0,45
2°Uso 8,30 £ 0,30 2,78 £ 0,02 33,91+0,39
3° Uso 8,60 £ 0,30 2,87+£0,12 43,59 + 0,27
4° Uso 8,40 £ 0,17 2,68 +£0,01 49,96 + 0,23
50 Uso 8,40 + 0,35 1,68 + 0,17 52,59 + 0,38

*Mosto antes da inoculagdo de leveduras. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram apresentados como valores da média e desvio padrdo

O sistema imobilizado funcionou durante os cinco reusos e houve conversdo do mosto
acucarado em cerveja, observado através da diminuicdo dos agucares e reducdo do teor de
solidos sollveis. Foi observado que o mosto apresentou 13°Brix e 6,53% de acucares
redutores e os fermentados alcodlicos resultantes dos reusos apresentaram 8,60-8,40°Brix e
2,99-1,68% de acucares redutores. A maior alteracdo observada durante os reusos foi o peso
das leveduras imobilizadas, que aumentou de 28,01 g no primeiro uso para 52,59 g no quinto
reuso, evidenciando que as leveduras se multiplicaram no interior das esferas e que ndo houve
ruptura da matriz do gel de alginato, pois a ruptura das esferas resultaria em perda de peso das
leveduras imobilizadas, que escapariam para 0 meio de fermentagéo.

DUARTE et al. (2013), realizaram em seu trabalho 8 reusos de leveduras imobilizadas
em alginato, em dois meios diferentes, um meio aquoso contendo glicose e outro meio aquoso
contendo sacarose. Os autores descreveram, para ambos meios de cultivo, as vantagens do uso

de células imobilizadas, como a reutilizacdo celular e a producdo equivalente de &lcool em
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todos os 8 reusos. Apds o oitavo reuso, houve bastante ruptura das esferas (resultado da
multiplicacdo das leveduras no interior das esferas que acabaram rompendo a estrutura do
alginato) e os autores consideraram as esferas inapropriadas para continuar os ciclos de
fermentacdes.

No estudo da influéncia da concentracdo de leveduras imobilizadas (5, 10 e 16,5 %,
p/v) na fermentacdo alcoolica, as leveduras foram imobilizadas em alginato de célcio 2%
(p/v). O mosto utilizado nesse experimento apresentou 13°Brix e 7,69% de acUcares
redutores. A Tabela 6 apresenta as analises fisico-quimicas das aliquotas de mostos
fermentados com diferentes concentragdes de leveduras retiradas nos tempos de 24, 48 e 96
horas de fermentacgdo alcodlica.

Tabela 6: Influéncia da concentragdo de leveduras imobilizadas no processo de
fermentacao alcéolica

Concentracao de leveduras Solidos solaveis Teor alcodlico
imobilizadas (%o, p/v) (°Brix) (%)
24 h 48 h 96 h 96 h
5,0 115+0,70 7,7+0,35 6,5%0,77 6,0 + 0,07
10,0 95+0,70 6,5+0,70 6,0+0,07 6,3+0,10
16,5 86+062 6,0+001 6,0+0,01 6,4+0,01

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados como valores da média +
desvio padréo.

Quando se usou a menor concentragdo de leveduras imobilizadas (5% p/v), foi
possivel observar um aumento do tempo necessario para fermentar todo o agucar presente no
mosto. Quando se utilizou 10 ou 16,5 % de leveduras imobilizadas, o aumento da carga de
esferas resultou no aumento da velocidade de consumo de acgucares. Ap6s 96 horas de
fermentacao os experimentos mostraram quantidades de 6,0-6,4 % de alcool.

A fermentacdo é um processo lento na fase inicial, pois as leveduras necessitam de um
periodo de adaptacdo ao meio. Assim, nas primeiras 24 h de fermentagédo a carga de esferas
estava proporcional a quantidade de leveduras presentes, porém com o decorrer da
fermentagdo alcoodlica ocorreu a multiplicacdo das leveduras no interior das esferas de

alginato e assim ap6s 96 h de fermentacdo houve o consumo do agucar tanto do mosto

56



fermentado com a menor concentragdo de leveduras (5 %) quanto do mosto fermentado com
16,5 % de leveduras. Resultados semelhantes foram observados por NOGUEIRA (2009),
onde a carga de biocatalisador (10, 15, 20, 25 e 32 % de leveduras imobilizadas em alginato)
influenciou a velocidade de consumo dos agucares presentes no mosto, sendo que 0 aumento
da carga de leveduras imobilizadas resultou no aumento da velocidade de fermentagéo
alcodlica.

4.3. Planejamento experimental para estudo da influéncia da concentracao de leveduras

imobilizadas e da concentracéo de alginato no processo de fermentacéo alcoolica

A Tabela 7 mostra o planejamento com o0s resultados observados (valores
experimentais). No planejamento experimental, apds 48 horas foram retiradas aliquotas de
mostos fermentados para analises do teor de solidos sollveis (°Brix). O mosto utilizado nesse

experimento apresentou 13°Brix e 7,69% de acUcares redutores.

Tabela 7: Planejamento composto central 22, codificado e decodificado (valores reais
entre parénteses)

Concentracdo de  Concentracdo  Valores experimentais Solidos Teor
Ensaios leveduras de alginato Sélidos soluveis (°Brix) S(%:g:/iii)s alc(%zl)ico
imobilizadas (%0) (%) 48 horas 96 horas 96 horas
1 -1(5,3) -1 (1,0 12,0 7,0 6,0
2 +1 (17,0) -1(1,0) 8,0 5,9 6,4
3 -1(5,3) +1 (4,0) 11,0 7,0 6,0
4 +1 (17,0) +1 (4,0) 9,2 59 6,3
5 - (3,3) 0(2,0) 12,0 7,0 6,0
6 + a (20,0) 0(2,0) 7,0 5,9 6,3
7 0 (10,0) - 0. (0,5) 9,0 5,9 6,3
8 0(10,0) +a (5,0) 10,0 6,0 6,3
9 0 (10,0) 0(2,0) 8,2 59 6,4
10 0 (10,0) 0(2,0) 8,2 59 6,4
11 0 (10,0) 0(2,0) 8,2 59 6,4
12 0(10,0) 0 (2,0) 8,2 5,9 6,4
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Por meio da anélise de variancia (ANOVA), comparando-se o valor do F calculado
com o F tabelado (Ftab) é possivel afirmar que o modelo proposto € valido a um nivel de
confianca de 90% (p = 0,10). A Tabela 8 apresenta os resultados da ANOVA, na qual o valor
calculado de F (34,60) foi maior que o valor tabelado de F (4,05).

Tabela 8: ANOVA do planejamento experimental

Fonte Soma dos Graus de Meédia dos F Calculado
Quadradros (SS) Liberdade Quadrados
Regressao 27,66 4 6,92 34,60
Erro Residual 0,99 5 0,20
Total 28,65 10

Ftab 0,10;4;5=4,05

Pelo diagrama de Pareto apresentado na Figura 17, analisando os parametros lineares,
observou-se que a variavel concentracdo de leveduras imobilizadas apresentou efeito
significativo, sendo a variavel com a maior influéncia sobre o teor de solidos soltveis. A
concentracdo de leveduras imobilizadas apresentou um efeito negativo sobre o teor de sélidos
sollveis, ou seja, quanto maior a concentracdo de leveduras imobilizadas adicionada ao mosto
maior foi a reducdo do teor de sélidos solGveis em 48 horas de fermentacdo. Ja o parametro
linear concentracdo de alginato ndo apresentou efeito significativo sobre o teor de sélidos
soluveis, ou seja, 0 uso de alginato 0,5% ou alginato 5% néo interferiu na fermentagéo

alcodlica em 48 horas.
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(1)Levedurasimobillizadas(%)(L) .-10,2206
Leveduras imobillizadas(%)(Q) 4,203084
Concentragdo de alginato(%)(Q) 4,203084
1Lby2L 2,470574
(2)Concentracdodealginato(%)(L) 1,281798
p=0,10

Figura 17: Diagrama de Pareto dos efeitos do planejamento experimental para estudo
da influéncia da concentracéo de leveduras imobilizadas e da concentragdo de alginato
no processo de fermentacao alcéolica.

(L) = linear, (Q) = quadrético, 1L by 2 L = efeito da interacdo entre concentracéo de
leveduras imobilizadas (L) e concentracéo de alginato (L).

O planejamento experimental mostrou que o parametro linear concentracao de alginato
(0,5-5,0 %, p/v) ndo teve influéncia significativa sobre o processo de fermentacdo alcodlica
(Figura 17). OGBONNA, AMANO, NAKAMURA (1989) estudaram a influéncia da
concentracéo de alginato (0,5-4,0%) na imobilizacdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae.
Os resultados mostraram que as microesferas que apresentaram menos rupturas ao longo da
fermentacdo alcodlica foram formuladas com alginato 1-2%. As esferas preparadas com
alginato 0,5% ficaram menos rigidas e apresentaram rupturas apés a fermentacdo alcodlica. E
as esferas preparadas com alginato 4% mostraram limitagcdo difusional imposta pela
porosidade reduzida da matriz do gel.

Resultados similares foram observados por NAJAFPOUR ET AL. (2004), onde os
autores testaram as concentracgdes de alginato de 1,5, 2, 3 e 6 % na imobilizacdo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae e escolherem realizar a fermentacdo alcodlica usando a
concentragdo de alginato 2%. Os autores descreveram que as esferas obtidas com alginato

1,5% ficaram moles e de facil ruptura, enquanto as esferas elaboradas com alginato 6%
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ficaram muito rigidas. Como consequéncia ap6s o primeiro uso das leveduras imobilizadas
em alginato 1,5%, as esferas apresentaram problemas de ruptura por excesso de crescimento
das leveduras no interior da matriz, enquanto que nas leveduras imobilizadas em alginato 6%
houve declinio da producao de etanol por provavel difusdo deficiente do mosto para o interior
do sistema imobilizado. Os estudos descritos na literatura que usaram leveduras imobilizadas
para producdo de cerveja, usaram concentragdo de alginato entre 2 e 3% (ALMONACID et
al., 2012, DUARTE et al., 2013; NAJAFPOUR et al., 2004; SMOGROVICOVA, DOMENY
& SVITEL, 2001).

No planejamento experimental, a concentracdo de leveduras imobilizadas foi a
variavel linear que teve a maior influéncia sobre o teor de sélidos sollveis (Figura 17). A
concentracdo de leveduras imobilizadas apresentou um efeito negativo significativo sobre o
teor de sélidos soluveis, ou seja, quanto maior a concentracdo de leveduras adicionada ao
mosto maior foi a reducdo do teor de sélidos sollveis em 48 horas de fermentacdo. No
entanto, € preciso observar que s6 houve validacdo do modelo do planejamento experimental
em 48 horas de fementacdo alcoodlica, quando a concentracdo de leveduras estava diferente
entre 0s ensaios. Em 96 horas de fermentacdo, 0s ensaios apresentaram teor de sélidos
soltveis de 5,9-7,0°Brix e teor alcodlico de 6,0-6,4%, evidenciando que no decorrer do tempo
da fermentacdo as leveduras se multiplicaram no interior das esferas e consumiram 0s
acucares do mosto, produzindo etanol, ndo havendo diferenca significativa entre os ensaios
com a menor e a maior concentracdo de leveduras imobilizadas.

Os estudos de producdo da cerveja com leveduras imobilizadas em alginato descritos
na literatura usaram concentracdo de leveduras imobilizadas de 10% (DUARTE et al., 2013;
SMOGROVICOVA, DOMENY & SVITEL, 2001). Baseado nos resultados dos estudos para
avaliacdo da atividade de leveduras imobilizadas em alginato durante a fermentacédo alcodlica
optou-se por fazer a cerveja no estilo Pilsen utilizando a concentracdo de leveduras 10 % (p/v)

imobilizadas em alginato 2 % (p/v).

4.4. Producdo de cerveja no estilo Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas em

alginato e estudo do efeito do sistema imobilizado na fermentacéo alcoolica

A Tabela 9 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas do mosto e da cerveja

no estilo Pilsen produzida com o uso de 10 % (p/v) de leveduras imobilizadas em alginato 2
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% (p/v). Foi obtido um rendimento de 7 litros de mosto com teor de s6lidos sollveis de
14,08°Brix.

Tabela 9: Andlises fisico-quimicas do mosto e da cerveja produzida com uso de
leveduras imobilizadas em alginato

Anélises Mosto Cerveja
Acidez titulavel (% de acido latico) 0,19+ 0,05 0,35+ 0,05
pH 5,79 £ 0,05 4,43 +0,16
Solidos solaveis (°Brix) 14,08 £ 0,16 5,27+ 0,05
Acucares redutores (%) 9,25+ 0,05 2,18 £ 0,05
Teor alcdolico (°GL) 5,00 £ 0,05

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata + desvio padrao.

A cerveja produzida com o uso de leveduras imobilizadas apresentou teor alcodlico de
5,0°GL, pH de 4,4 e 5,3°Brix. Resultados similares foram reportados no estudo de
ALMOCINAD et al. (2012), onde a cerveja no estilo Stout produzida com leveduras
imobilizadas em alginato 2% apresentou 4,8°GL, pH de 4,1 e 6,0°Brix.

A Tabela 10 e a Figura 18 apresentam as analises fisico-quimicas da cinética de
fermentacao da cerveja produzida com o uso de leveduras imobilizadas para analisar o efeito
do sistema imobilizado na fermentacdo alcodlica. A cada 24 horas durante 15 dias, foram
retiradas aliquotas de mosto fermentado do fermentador. As aliquotas foram analisadas em
relacdo ao pH, acidez total, teor de s6lidos sollveis (graus Brix), aclcares redutores e grau
alcoolico (°GL). A fermentacdo alcoolica se completou em 6 dias, quando o teor de sélidos
sollveis do mosto foi reduzido a 7,0°Brix e atingiu-se a graduacdo alcodlica de 4,9°GL. Apds
15 dias de fermentacdo os valores ndo tiveram alteracdo significativa, apresentando a cerveja
verde um teor alcodlico de 4,9°GL, 6,8°Brix e 2,2% de agucares redutores.
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Tabela 10: Analises fisico-quimicas da cinética de fermentacdo da cerveja produzida

com o uso de leveduras imobilizadas

Tempo de Analises
fermentacéo Acidez total pH Solidos  Acucares Teor
(dias) (% de acido solaveis  redutores alcodlico

latico) (°Brix) (%) (°GL)

1 0,23 5,35 12,75 8,36 0

2 0,25 4,98 12,15 8,32 0
4 0,27 4,81 9,50 4,78 2,30
5 0,28 4,69 8,00 4,38 2,50
6 0,29 4,61 7,00 2,33 4,90
7 0,29 4,60 7,00 2,24 4,90
8 0,29 4,60 7,00 2,21 4,90
10 0,30 4,60 7,00 2,20 4,90
15 0,30 4,54 6,75 2,18 4,90

Os resultados foram expressos como média de analises
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Figura 18: Cinética de fermentacdo da cerveja produzida com o uso de leveduras

imobilizadas
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Observou-se que apo6s 4 dias de fermentacdo da cerveja no estilo Pilsen com o uso de
leveduras imobilizadas, uma parte dos agucares do mosto (12,75°Brix e 8,36 % de acUcares
redutores) foi consumida (9,5°Brix e 4,78% de acgUcares redutores) e, portanto transformada
em etanol (2,3°GL). Esses resultados podem ser comparados aos resultados obtidos na Tabela
13, quando ao se fermentar um mosto de 15°Brix, em uma escala menor (usando 300 mL) e
usando concentracdo de 10% de leveduras imobilizadas em alginato 2% também se obteve em
4 dias de fermentacdo uma parte dos aclUcares do mosto (15°Brix) consumida (11°Brix) e
transformada em etanol (2,5°GL). O processo de fermentacdo alcoolica nédo finalizou em 4
dias, pois ao se utilizar mostos mais agucarados é necessario um maior tempo de fermentacéao
alcodlica.

Na producdo da cerveja Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas em alginato, para
7 litros de mosto foram pesadas 700 g de leveduras imobilizadas. Apds 15 dias de
fermentacdo alcoodlica o peso de leveduras imobilizadas foi de 760,22 g. Esse resultado do
peso de leveduras imobilizadas obtido em uma escala maior de producdo de cerveja ficou
semelhante ao resultado obtido na Tabela 6 ap6s o primeiro uso das leveduras. No estudo do
reuso das leveduras imobilizadas em alginato s6 se observou aumento significativo do peso
das leveduras a partir do terceiro reuso. Esse estudo foi realizado em uma escala bem menor
utilizando-se apenas 100 mL de mosto. Esse resultado indica uma boa perspectiva futura de se
fazer reusos das leveduras imobilizadas nessa escala maior de producéo de cerveja.

No estudo de ALMOCINAD et al. (2012), os autores realizaram um estudo
comparativo entre a producdo das cervejas no estilo Stout com leveduras livres e com
leveduras imobilizadas em alginato 2%. Nas cervejas ocorreram diferencas nos valores de
metabdlitos secundarios resultantes da fermentacdo alcodlica. As andlises dos compostos
volateis como acetato isoamil (aroma de banana), etil caproato (aroma de abacaxi), etil
caprilato (aroma de macd) estavam com valores dobrados na cerveja elaborada com leveduras
imobilizadas em relacdo a cerveja elaborada com leveduras livres. E compostos como acetato
hexil (aroma de banana) e acetato caprilil (aroma floral) estavam presentes somente na cerveja
elaborada com leveduras imobilizadas. Apesar dessa diferenca, nos resultados de analise
sensorial ndo foram observadas diferengas de sabor entre as cervejas. Talvez esse resultado da
analise sensorial tenha ocorrido porque o estilo Stout é elaborado com malte torrado que tem
um forte sabor de tostado, café, chocolate e esses sabores fortes se sobrepuseram aos
compostos volateis com aromas de frutas que estavam presentes em maior quantidade na

cerveja elaborada com leveduras imobilizadas.
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Os ésteres sdo importantes compostos de sabor e conferem aromas de frutas e flores
nas bebidas alcodlicas fermentadas. Os ésteres sdo compostos desejados na cerveja quando
presentes em quantidades adequadas, no entanto quando presentes em excesso podem conferir
gosto enjoativo a bebida. Esteres sdo produzidos pelas leveduras durante a fase de
crescimento (60%) e durante a fase estacionaria (40%). Tem sido relatado em alguns estudos
0 aumento da sintese de ésteres por leveduras imobilizadas. O principal fator que controla a
sintese dos ésteres é a expressdo do gene ATF1 que codifica a enzima alcool acetil transferase
I. A ATF1 é reprimida na presenca de oxigénio e de acidos graxos. Alguns estudos
concluiram que as condigcdes anaerobicas das leveduras imobilizadas limita o crescimento
celular e estimula a producéo de ésteres. O microambiente particular criado pela levedura
imobilizada induz a expressdo do gene ATF1, levando ao aumento da concentracdo de ésteres
no produto fermentado final (WILLAERT & NEDOVIC, 2006).

Assim, para estudos futuros em relacdo a qualidade sensorial da cerveja Pilsen
elaborada com leveduras imobilizadas, o uso de frutas tropicais como o0 sapoti e a atemoia
torna-se interessante para mascarar 0 sabor dos ésteres que serdo formados em maior

quantidade em relacdo a cerveja elaborada com leveduras livres.

4.5. Aplicacéo das leveduras imobilizadas com uso de nanoparticulas magnéticas (NPM)

na fermentacéo alcodlica

A Tabela 11 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas dos mostos
fermentados por leveduras imobilizadas em matriz de alginato 2% e NPM. Para realizar um
estudo comparativo, também foi realizada a fermentacdo alcodlica com leveduras
imobilizadas em alginato 2% sem nanoparticulas magnéticas. A fermentacdo alcodlica foi
realizada usando 30 g de leveduras imobilizadas e 300 mL de mosto cervejeiro a 15°Brix e
9,24 % de acUcares redutores. Para avaliar o processo de fermentacdo alcodlica, aliquotas de
mosto fermentado foram retiradas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas e analisadas quanto ao
teor de solidos solUveis (graus Brix). Ap6s 96 horas de fermentagdo, foi analisado o grau

alcoolico (°GL) do fermentado e as leveduras imobilizadas foram pesadas.
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Tabela 11: Andlises fisico-quimicas dos mostos fermentados por leveduras imobilizadas
em matrizes de alginato e alginato-NPM

Leveduras Sdlidos soluveis Teor Peso das
imobilizadas (°Brix) alcodlico  leveduras
(°GL) imobilizadas (g)
24 h 48 h 72h 96 h 96 h 96 h

Alginato-NPM? 14,2+0,43 13,0£¢0,01 12,0£0,05 11,0+0,01 2,5+0,14 41,53+0,16
Alginato? 14,0+0,05 13,2+0,26 12,0+0,01 11,0+0,01 2,5+0,05 41,72+0,09

leveduras imobilizadas em matriz de alginato e nanoparticulas magnéticas, ?leveduras imobilizadas
em alginato sem nanoparticulas magnéticas. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram apresentados como valores da média e desvio padréo.

Apds 96 horas de fermentacdo, tanto para as leveduras imobilizadas em alginato-NPM
guanto para as leveduras imobilizadas em alginato sem nanoparticulas magnéticas, uma parte
dos agucares do mosto (15°Brix) foi consumida (11°Brix) e, portanto transformada em etanol
(2,5°GL). Para ambos os casos, a fermentacdo alcodlica ndo se completou em 96 horas, pois
foi utilizado um mosto com maior teor de aclcares e assim seria necessario um maior tempo
de fermentacdo alcodlica para reduzir o mosto a 6,0°Brix e atingir a graduacao alcoolica de
5,0-6,0°GL, como observado nos processos anteriores deste estudo em que se utilizou um
mosto a 13°Brix. As leveduras se multiplicaram dentro da matriz de alginato e no final da
fermentacdo aumentaram seu peso de 30 g para 41,53-41,72 g (ganho de peso de 27,76% a
28,09%).

Outros trabalhos também citaram o aumento de tempo de fermentacdo necessario para
completar a fermentagdo alcodlica de mostos com maior concentragdo de acUcares
(NAJAFPOUR et al., 2004; NAYDENOVA et al., 2014). No estudo de NAYDENOVA ET
AL. (2014), o aumento do teor de solidos sollveis do mosto de 8,5 para 17,5 °Brix resultou
em um aumento de 2,5 vezes do tempo necessario para as leveduras finalizarem a
fermentacdo alcodlica na temperatura de 12,5°C. E no estudo de NAJAFPOUR ET AL.
(2004), o estudo da producéo de etanol por leveduras Saccharomyces cerevisiae imobilizadas
em alginato mostraram que para mostos com maior concentracdo de agucares foi necessario
um maior tempo de retencdo do mosto no reator para as leveduras finalizarem a fermentacéo
alcoolica (para a concentracdo de glicose de 25 g/L o tempo de retengéo foi de 3 horas e para
a concentracao de glicose de 50 g/L o tempo de retencéo foi de 6 horas).
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Verificou-se que as nanoparticulas de ferro se soltaram do alginato e migraram para a
solugéo de mosto fermentado. A Figura 19 apresenta as fotos das leveduras imobilizadas em
matriz de alginato-NPM antes (1) e depois da fermentacdo alcodlica (2), pela mudanca da cor

das esferas é possivel observar que o ferro das nanoparticulas se desprendeu do alginato.

Figura 19: Fotos das leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM antes e depois
da fermentacéo alcoodlica. 1- Esferas de alginato-NPM antes da fermentacdo; 2- Esferas
de alginato-NPM depois da fermentacéo. Fonte: proprio autor

A Tabela 12 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas dos mostos
fermentados por leveduras imobilizadas em matriz de alginato 2%, NPM 2%, glutaraldeido
0,2% e quitosana 0,2%. Para realizar um estudo comparativo, também foi realizada uma
fermentacao alcodlica com leveduras livres. A fermentacao alcodlica foi realizada usando 14
g de leveduras imobilizadas e 100 mL de mosto a 12°Brix. A cada 24 horas foram retiradas
aliquotas de mosto fermentado e as aliquotas foram analisadas em relacdo a teor de sélidos

soluveis (graus Brix) e concentracdo de ferro livre na solucéo.
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Tabela 12: Andlises fisico-quimicas dos mostos fermentados por leveduras imobilizadas
em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-quitosana

Tempo de Leveduras imobilizadas Leveduras livres
fermentacéo Soélidos Teor de ferrono  Sélidos solGveis
alcodlica solaveis (°Brix)  mosto (ug/L) (°Brix)
0 h* 12,00+0,00 15,30+0,84 12,00+0,00
24 h 11,80+0,00 17,33+4,84 12,00+0,00
48 h 11,80+0,00 22,78+0,35 9,00+0,00
72h 11,20+0,00 19,98+4,78 6,80+0,00
96 h 11,20+0,00 19,41+4,27 6,80+0,00
144 h 8,40+0,10 19,02+0,25 6,50+0,00

*0 h = mosto antes da inoculacdo das leveduras. As analises foram realizadas em duplicata e os
resultados foram apresentados como valores da média + desvio padréo.

O ensaio com as leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-
quitosana na fermentacdo alcodlica foi realizado na tentativa de imobilizar as NPM na matriz.
Nesse ensaio as NPM ficaram ligadas na matriz e ndo houve escape de ferro para 0 mosto
(valores de 15,30 pug/L em 24 h a 19,41 pg/L em 96 h). Porém a difusdo de substrato para
dentro da levedura encapsulada ficou prejudicada e dessa forma ndo houve fermentacao
alcodlica do mosto nas primeiras 96 horas (praticamente ndo houve reducdo dos teores sélidos
sollveis, cujos valores variaram de 12°Brix em 24 horas a 11,2°Brix em 96 horas). Enquanto
isso, no ensaio com leveduras livres apos 72 horas de fermentacdo a maior parte dos acucares
do mosto (12°Brix) foi consumida (6,8°Brix) e transformada em etanol.

Porém houve indicio de atividade celular dentro da matriz de alginato-NPM-
glutaraldeido-quitosana apds 144 horas. A multiplicacdo das leveduras no interior das esferas
provavelmente abriu os poros da matriz e permitiu a difusdo do mosto para o interior das
esferas e assim observou-se uma reducdo dos teores sélidos soluveis, 8,4°Brix em 144 horas
de fermentacdo alcoolica. Mesmo com 0s poros abertos, a leitura de concentracéo de ferro em
144 horas (19,02 pg/L) demonstrou que ndo houve escape de nanoparticulas de ferro para o
mosto, assim concluindo que a imobilizagdo na matriz polimérica foi realizada com sucesso
(Figura 20).
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Figura 20: Aplicacdo das leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM-
glutaraldeido-quitosana na fermentacdo alcodlica; 1- Esferas com Ferro no inicio da
fermentacdo; 2- Esferas com Ferro apds 144 horas de fermentacdo com sinais de
leveduras livres; 3- Esferas sem Ferro apds 144 horas de fermentagdo com sinais de
leveduras livres. Fonte: préprio autor

A Tabela 13 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas dos mostos
fermentados por leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM, alginato-NPM-
glutaraldeido e alginato-NPM-quitosana na fermentacdo alcodlica. Para realizar um estudo
comparativo, também foi feito um ensaio com leveduras livres. A fermentacdo alcoodlica foi
realizada usando 14 g de leveduras imobilizadas e 100 mL de mosto a 12°Brix. Os
erlenmeyers foram incubados em camara climética a 15°C e nos tempos de 24, 48, 72 e 96
horas foram retiradas aliquotas de mosto fermentado para andlise do teor de solidos sollveis

(graus Brix).
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Tabela 13: Andlises fisico-quimicas dos mostos fermentados por leveduras imobilizadas
em matrizes de alginato-NPM, alginato-NPM-glutaraldeido e alginato-NPM-quitosana
na fermentacéo alcodlica.

Ensaios Solidos solaveis (°Brix)
24 h 48 h 72 h 96 h
Leveduras livres 12,1 11,1 8,1 6,2
Leveduras imobilizadas em alginato-NPM 11,0 10,2 7,8 6,2

Leveduras imobilizadas em alginato-NPM
e glutaraldeido 0,2% 119 119 111 111
Leveduras imobilizadas em alginato-NPM

e glutaraldeido 0,1% 120 120 111 111

Leveduras imobilizadas em alginato-NPM
e glutaraldeido 0,05% 121 12,0 111 111
Leveduras |mob|_I|zadas em alginato-NPM 12.1 12.1 11.1 111
e quitosana 0,1%

Leveduras imobilizadas em alginato-NPM

e quitosana 0,05% 121 121 111 111

Leveduras imobilizadas em alginato-
NPM, glutaraldeido 0,05% e quitosana 12,1 12,1 11,1 11,1
0,05%

O sistema de leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM funcionou e houve
fermentacdo alcodlica do mosto agucarado, observado através da reducdo do teor de sélidos
soluveis. Ap6s 72 horas de fermentacdo, tanto para as leveduras imobilizadas em alginato-
NPM quanto para as leveduras livres, a maior parte dos acucares do mosto foi consumida
(transformada em etanol). Em 96 horas, o processo fermentacdo se completou e 0s ensaios
com leveduras imobilizadas em alginato-NPM e com leveduras livres apresentaram teor de
solidos solaveis de 6,2°Brix.

No estudo de IVANOVA, PETROVA E HRISTOV (2011), também foi descrito a
aplicacdo de leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM na fermentagdo alcodlica.
Para realizar a imobilizacdo das leveduras, os autores misturaram as leveduras, a solucéo de
alginato 3% e as nanoparticulas magneticas secas (preparadas pela precipitacio em meio
alcalino de Ferro Il e Ferro Ill). Essa mistura foi gotejada em cloreto de célcio 2% para a
formacdo de esferas. As esferas imobilizadas foram mantidas por 2 horas no cloreto de célcio

e entdo lavadas com &gua destilada para remover o excesso de calcio e obtiveram-se as

69



leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM. As esferas de Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em alginato-NPM apresentaram estabilidade sem reducéo de atividade durante
168 horas de fermentacdo alcoolica continua. N&o foi reportado pelos autores escape das
nanoparticulas de ferro da matriz de alginato para o meio de fermentacdo (IVANOVA,
PETROVA e HRISTOV, 2011).

Para estudar a influéncia do glutaraldeido e da quitosana na fermentacdo alco6lica com
leveduras imobilizadas em alginato-NPM, foram realizados varios ensaios com alginato-NPM
e uso de glutaraldeido e com alginato-NPM e uso de quitosana. Nesses ensaios as NPM
ficaram ligadas nas matrizes e ndo houve escape de ferro para 0 mosto. Porém a difusdo de
substrato para dentro da levedura encapsulada ficou prejudicada e dessa forma ndo houve
fermentacdo alcodlica do mosto em 96 horas (ndo houve reducao dos teores solidos soluveis,
cujos valores variaram de 12,1°Brix em 24 horas a 11,1°Brix em 96 horas).

No presente estudo as leveduras imobilizadas em alginato-NPM foram mantidas por
12 horas na solucdo de quitosana 0,2, 0,1 ou 0,05 %. No estudo de NAYDENOVA et al.
(2014), as leveduras imobilizadas em alginato 3% foram deixadas por apenas 1 hora na
solucdo de quitosana 0,38% e ap0Os esse tempo as esferas foram lavadas com agua para
remover 0 excesso de quitosana. E no estudo de DUARTE et al. (2013), as leveduras
imobilizadas em alginato 3% foram deixadas por apenas 30 minutos na solucdo de quitosana
0,25% e apds esse tempo as esferas foram lavadas com &gua para remover 0 excesso de
quitosana.

O excesso de tempo de contato das esferas de alginato com a solugdo de quitosana
provavelmente reduziu muito a porosidade da matriz do gel que, entdo, mostrou limitacéo
difusional. De acordo com FINOTELLI (2010) e SHU (2002), o uso concomitante do alginato
e quitosana cria uma interacdo eletroestatica dos grupamentos amina da quitosana e dos
grupamentos carboxila do alginato, formando um complexo alginato/quitosana que diminui o
tamanho dos poros da matriz polimérica. Assim essa hipotese tenta explicar a dificuldade de
difusdo do mosto para o interior das esferas que comprometeu o processo de fermentagéo
alcoolica pelas leveduras imobilizadas em matriz de alginato-quitosana.

Quanto ao uso do glutaraldeido, no presente estudo este foi misturado com a levedura
e o alginato e depois a solucéo foi gotejada em cloreto de calcio para formagéo das esferas.
Segundo KLEINA et al. (2016), embora o glutaraldeido seja o composto quimico mais
utilizado para realizar ligacdo cruzada entre matrizes, ele € conhecido por sua toxicidade

celular e tem capacidade de fazer ligacdo com o DNA e as proteinas das células. Entdo, a
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metodologia mais indicada para o uso do glutaraldeido com matrizes como o alginato ou a
quitosana e células vivas, é que primeiramente se fagca a encapsulacdo dessas células vivas
com os polimeros como alginato e depois se faca a imerséo das esferas imobilizadas em uma
solucdo de glutaraldeido. Dessa forma, as células vivas estardo mais protegidas da toxicidade
do glutaraldeido dentro da matriz polimérica e ainda assim, sera possivel o glutaraldeido fazer
ligagBes cruzadas com a parte externa do suporte de imobilizagdo, garantindo dessa forma
maior estabilidade do sistema imobilizado.

No estudo de KAWAGUTI et al. (2006), as células de Erwinia sp. D12 imobilizadas
em alginato foram tratadas com solucdo 0,06% de glutaraldeido por 20 min. e tiveram
estabilidade aumentada. As células de Erwinia sp. D12 imobilizadas em alginato e tratadas
com glutaraldeido mantiveram a taxa de conversdo da sacarose em isomaltulose em 50% a
mais durante 12 dias de reacdo em comparacao com as células imobilizadas em alginato e ndo
tratadas com o glutaraldeido. E no estudo de ZHANG, PRABHU, LEE (2010) as células
recombinantes de Escherichia coli imobilizadas em alginato e tratadas com solucéo 0,1% de
glutaraldeido tiveram uma reducdo significativa de escape celular para o meio de reacéo,
aumentando assim a estabilidade do biocatalisador que manteve a conversdo de arabinose em

ribulose em 89% em relacédo a taxa inicial por 33 dias.

5. CONCLUSOES

Neste estudo foram produzidas as cervejas artesanais no estilo Pilsen com adi¢do das
frutas sapoti e atemoia em sua composi¢do. A adicdo de frutas aumentou o teor de compostos
fendlicos totais das cervejas de atemoia (111,29 mg/100 mL) e de sapoti (77,61 mg/100 mL)
em relacdo a cerveja sem frutas (64,00 mg/100 mL) e também aumentou o teor alcodlico das
cervejas de atemoia e de sapoti (5,0°GL) em relacdo a cerveja sem frutas (4,6 °GL). E a adicdo
de polpa de atemoia aumentou a atividade antioxidante da cerveja de atemoia em relacdo a
cerveja sem frutas. A utilizacdo de frutas na formulacdo de cervejas permite a criagéo de
novos estilos e esses estilos de cervejas com frutas vém ganhando espago no Brasil. As
cervejas com frutas valorizam o uso das frutas regionais e também despertam a atencdo dos
consumidores.

Para a producdo da cerveja Pilsen com o uso de leveduras imobilizadas utilizou-se a
concentracdo de leveduras 10 % (p/v) imobilizadas em alginato 2 % (p/v). A fermentagéo

alcoodlica se completou em 6 dias, quando o teor de sélidos soltveis do mosto foi reduzido a
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7,0°Brix e atingiu-se a graduacdo alcodlica de 4,9°GL. Ap6s 15 dias de fermentacdo os
valores ndo tiveram alteraco significativa, apresentando a cerveja verde um teor alcodlico de
4,9°GL, 6,8°Brix e 2,2% de acucares redutores. Para estudos futuros em relacdo a qualidade
sensorial da cerveja Pilsen elaborada com leveduras imobilizadas, a adicdo de frutas exdticas
como adjunto cervejeiro torna-se interessante para mascarar o sabor dos ésteres que séo
formados em maior quantidade em relagdo a cerveja Pilsen elaborada com leveduras livres.

O resultado da aplicacdo das leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM
mostrou que houve fermentacdo alcodlica do mosto e reducdo do teor de solidos solUveis de
12°Brix para 6,2°Brix em 96 horas de fermentacdo. O problema apresentado pela matriz de
alginato-NPM foi que as nanoparticulas de ferro se soltaram do alginato e migraram para a
solucdo de mosto fermentado. Na tentativa de prender as NPM na matriz, foi realizado o
ensaio com as leveduras imobilizadas em matriz de alginato-NPM-glutaraldeido-quitosana na
fermentacdo alcodlica. Nesse ensaio as NPM ficaram ligadas na matriz e ndo houve escape de
ferro para 0 mosto. Porém a difusdo de substrato para dentro da levedura encapsulada ficou
prejudicada e dessa forma ndo houve fermentacdo alcodlica do mosto em 96 horas
(praticamente ndo houve reducdo dos teores solidos soluveis, cujos valores variaram de
12°Brix em 24 horas a 11,2°Brix em 96 horas). Enquanto isso, no ensaio com leveduras livres
apos 72 horas de fermentacdo a maior parte dos aglcares do mosto (12°Brix) foi consumida
(6,8°Brix) e transformada em etanol.

No presente estudo as leveduras imobilizadas foram mantidas por 12 horas na solugédo
de quitosana. O excesso de tempo de contato das esferas de alginato com a solucdo de
quitosana provavelmente reduziu muito a porosidade da matriz do gel que, entdo, mostrou
limitacdo difusional. Baseado na literatura sugere-se em estudos futuros que o tempo de
permanéncia das leveduras imobilizadas na solucdo de quitosana seja de 30-60 minutos para
evitar a oclusdo da matriz polimérica.

Quanto ao uso do glutaraldeido, no presente estudo este foi misturado com a levedura
e o alginato e depois a solucdo foi gotejada em cloreto de célcio para formacdo das esferas.
Para evitar a toxicidade do glutaraldeido, sugere-se para estudos futuros que primeiramente se
faca a encapsulagdo das leveduras no alginato e depois se faga a imersdo das esferas
imobilizadas na solucdo de glutaraldeido. Dessa forma, leveduras estardo mais protegidas da
toxicidade do glutaraldeido dentro da matriz polimérica e ainda assim, sera possivel o
glutaraldeido fazer ligagbes cruzadas com a parte externa do suporte de imobilizagdo,

garantindo dessa forma que as nanoparticulas magnéticas fiquem presas no alginato.
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7. ANEXO - Artigo submetido a Brazilian Jounal of Food and Technology

Producédo de cervejas artesanais com as frutas sapoti (Manilkara sapota L.) e atemoia

(Annona cherimoia, Mill. x Anonna squamosa L)

RESUMO

A adicéo de frutas tropicais como adjunto cervejeiro pode fornecer um produto inovador e as
frutas também sdo uma alternativa em fonte de acUcares para as leveduras realizarem a
fermentacdo alcodlica. O objetivo deste estudo foi a producdo de cervejas artesanais no estilo
Pilsen, com adicdo das frutas tropicais sapoti e atemoia em sua composi¢do. A polpa de
atemoia foi adicionada no mosto cervejeiro na concentracéo de 8,5% (p/v) e a polpa de sapoti
na concentracdo de 17% (p/v). O processo de fermentacdo alcodlica ocorreu a 15°C por 15
dias e o processo de maturacdo das cervejas verdes ocorreu a 5°C por 15 dias. Apd4s
engarrafamento e carbonatacdo na prépria garrafa realizaram-se as analises fisico-quimicas
das trés cervejas produzidas: cerveja sem adicdo de frutas (cerveja Pilsen), cerveja com polpa
de atemoia (cerveja de atemoia) e cerveja com polpa de sapoti (cerveja de sapoti). Os mostos
utilizados na producdo das cervejas apresentaram 14,77-15,00°Brix e 7,51-7,88% de acucares
redutores. A adicdo das polpas de frutas ndo aumentou a acidez das cervejas de atemoia (0,32
%) e de sapoti (0,28 %) em relacdo a cerveja sem frutas (0,34 %), pois tanto a atemoia quanto
0 sapoti sdo frutas pouco acidas. O teor alcoolico obtido foi de 4,6°GL para a cerveja sem
frutas e 5,0°GL para as cervejas de atemoia e de sapoti. A adicdo das polpas de frutas
aumentou o teor de compostos fenolicos totais das cervejas de atemoia (111,29 mg/100 mL) e
de sapoti (77,61 mg/100 mL) em relacdo a cerveja sem frutas (64,00 mg/100 mL). A

utilizacdo de frutas na formulagcéo de cervejas permite a criacdo de novos estilos e esses
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estilos de cervejas com frutas vém ganhando espago no Brasil. As cervejas com frutas

valorizam o uso das frutas regionais e também despertam a atencéo dos consumidores.

Palavras-Chave: cerveja com frutas; frutas tropicais; estilo Pilsen; cerveja artesanal, atemoia,

sapoti

Development of artisanal beers with fruits sapoti (Manilkara sapota L.) and atemoia

(Annona cherimoia, Mill. x Anonna squamosa L)

ABSTRACT

The addition of tropical fruits as an adjunct brewer can provide an innovative product and
fruits are also an alternative source of sugars for the yeast to carry out alcoholic fermentation.
The objective of this study was the production of artisanal beers in the Pilsen style, with the
addition of tropical fruits sapoti and atemoia in their composition. The atemoia pulp was
added into the brewing wort at a concentration of 8.5% (w/v) and the sapoti pulp at the
concentration of 17% (w/v). The process of alcoholic fermentation occurred at 15°C for 15
days and the process of maturing the green beers occurred at 5°C for 15 days. After bottling
and carbonation in the own bottle, the physical and chemical analyzes of the three beers
produced were performed: beer without added fruit (Pilsen beer), beer with atemoia pulp
(atemoia beer) and beer with sapoti pulp (sapoti beer). The worts used in the production of
beers presented 14.77-15.00°Brix and 7.51-7.88% of reducing sugars. The addition of fruit
pulps did not increase the acidity of atemoia beer (0.32%) and sapoti beer (0.28%) in relation
to non-fruit beer (0.34%), because both atemoia and sapoti are low acid fruits. The alcohol
content was 4.6°GL for non-fruit beer and 5.0°GL for atemoia and sapoti beers. The addition
of fruit pulps increased the total phenolic compounds content of atemoia beer (111.29 mg /
100 mL) and sapoti beer (77.61 mg / 100 mL) compared to non-fruit beer (64.00 mg / 100ml).
The use of fruits in the formulation of beers allows the creation of new styles and these styles
of fruits beers have been gaining ground in Brazil. Fruits beers value the use of regional fruits

and also attract consumers' attention.

Key-Words: fruit beer; tropical fruits; Pilsen style; artisanal beer, atemoia, sapoti
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1. INTRODUCAO

A maior parte da producdo cervejeira no Brasil é proveniente das grandes cervejarias que
produzem as cervejas tradicionais. No entanto, as microcervejarias estdo mais voltadas para a
elaboracdo das cervejas artesanais. A cerveja artesanal é caracterizada como um produto de
excelente qualidade e alto valor de mercado, possuindo aromas e sabores diferentes. A
producdo da cerveja artesanal esta voltada para um mercado consumidor que busca
diversidade e prioriza uma bebida de melhor qualidade sensorial (ARAUJO et al., 2003;
DONADINI e PORRETTA, 2017; LODOLO et al. 2008).

A cerveja pode ser definida como a bebida obtida pela fermentacdo alcoodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e dgua potavel, por acdo da levedura, com adicdo de
lupulo. Malte é o produto obtido pela germinacdo e secagem da cevada, devendo o malte de
outros cereais ter a designacao acrescida do nome do cereal de sua origem. Parte do malte de
cevada podera ser substituida por adjuntos cervejeiros, cujo emprego ndo podera ser superior
a 45% em relacdo ao malte de cevada (BRASIL, 2009).

As frutas sdo um dos adjuntos possiveis de se utilizar na producédo de cerveja artesanal. Frutos
tém sido utilizados como adjuntos cervejeiros ha séculos, especialmente no estilo belga
Lambic (Fruits Lambics). A adicdo de frutas como cereja, framboesa e péssego sdao comuns
para este estilo de cerveja (PRASAD, 2014). As frutas banana (CARVALHO et al., 2009) e
cereja (BONCIU e STOICESCU, 2008) foram descritas e usadas com sucesso na producao de

cervejas com frutas.

A adicdo de frutas tropicais como adjunto cervejeiro pode fornecer um produto inovador e as
frutas também sdo uma alternativa em fonte de acuUcares para as leveduras realizarem a
fermentacdo alcodlica. O sapoti (Manilkara sapota L.) é um fruto nativo da América Central e
pertence a familia Sapotaceae. No Brasil, 0s estados nordestinos se destacam na producdo de
sapoti (MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011). O fruto maduro apresenta bom
rendimento em polpa, poucas sementes e alto teor de agucares soltveis (solidos soltveis totais
de 15,67°Brix e teor de agUcares de 11,17%) (OLIVEIRA et al., 2011).
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A atemoia (Anonna squamosa X Anonna cherimola) é um hibrido interespecifico entre a
cherimoia (Anonna cherimola Mill) e a ata, pinha ou fruta do conde (Anonna squamosa L.) e
pertence a familia Annonaceae, sendo oriunda da América do Sul. A atemoia € cultivada
principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Esta fruta vem conquistando nos Gltimos
anos a preferéncia dos consumidores por apresentar algumas vantagens em relacdo a pinha.
Entre as vantagens, o fruto apresenta menor nimero de sementes e maior rendimento em
polpa (SILVA et al, 2009; SOBRINHO, 2010). No estudo de ORSI et al. (2012), na
caracterizacdo da polpa de atemoia in natura, a média de solidos solUveis totais foi de
25,10°Brix o teor de acucares foi de 21,93% .

Como muitas frutas tropicais, tanto o sapoti como a atemoia séo considerados frutos exoticos
e apresentam grande potencial para industrializacdo. Esses frutos sdo populares nas regifes
tropicais e muito apreciados por seu sabor. Contudo, tais frutos apresentam alta perecibilidade
e perdas pos-colheita, tendo um rapido amadurecimento, o que dificulta sua conservacdo e
comercializacdo. O uso de tecnologia de processamento pode ser uma solucdo para aproveitar
0 excedente da producdo destes frutos, que na maioria das vezes sao consumidos somente in
natura. A polpa congelada, o suco e o sorvete sdo os produtos geralmente produzidos a partir
das frutas tropicais (OLIVEIRA et al. 2011; ORSI et al., 2012). Assim, 0 objetivo deste
estudo foi a producdo de cervejas artesanais no estilo Pilsen, formuladas com adicdo das

frutas tropicais sapoti e atemoia em sua composicao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Matérias-primas utilizadas na producéo de cerveja
As matérias primas foram adquiridas do fornecedor Brew Market, Sdo Paulo, SP. A levedura
comercial utilizada foi a alema Lager W 34/70 Fermentis®. O malte utilizado foi o tipo Pilsen
Best Malz importado da Alemanha, sendo que os graos foram adquiridos inteiros e a moagem

foi feita no laboratorio. E o lapulo utilizado foi o de aroma SAAZER adquirido em pellets e

importado da Republica Tcheca.
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2.2. Elaboragédo do mosto cervejeiro

A elaboracdo do mosto cervejeiro iniciou-se com o processo de mosturacao que consistiu em
misturar o malte moido (2,3 kg) com de 4gua mineral (6 litros) em uma panela grande com
torneira embutida. O aguecimento na mosturacgéo teve trés etapas: 30 min a 50-55°C, 30 min a
60-65°C and 30 min a 70-75°C. Apds a mosturacao, o bagago de malte foi lavado com 5 litros
de 4gua quente. A lavagem teve a funcdo de extrair o maximo de acUcares ainda presentes no
bagaco de malte. Entdo o mosto foi separado do bagaco de malte e seguiu para 0 processo de
fervura por 1 hora e durante a fervura realizou-se a adigdo de lGpulo (40 g). Apo6s a etapa de
fervura do mosto, foi realizada a correcdo do volume final do mosto para 7 litros com adi¢éo
de agua e com auxilio de um refratbmetro de bancada para acerto do teor de sélidos soluveis.
O resfriamento do mosto a 18°C foi realizado com auxilio de um trocador de calor. O mosto
resfriado foi filtrado com uma peneira de a¢o inox para eliminar residuos de cascas de bagago
de malte e de lupulo e entdo se fez adi¢do das polpas das frutas.

Adicao das polpas de atemoia e sapoti no mosto cervejeiro

Os frutos atemoia e sapoti foram adquiridos na Central de Abastecimento (CEASA, Brasilia,
DF). Os frutos de atemoia foram cultivados no estado de S&o Paulo e os frutos de sapoti eram
provenientes do estado de Pernambuco. No laboratério, os frutos foram sanitizados em
solucdo contendo hipoclorito de sodio e lavados em &gua corrente antes do uso. Os frutos
foram despolpados e as sementes foram descartadas. A polpa de atemoia foi adicionada no
mosto cervejeiro na concentracdo de 8,5% (p/v) e a polpa de sapoti foi adicionada no mosto
cervejeiro na concentracdo de 17% (p/v). A polpa de atemoia apresentou 20°Brix e a polpa de

sapoti apresentou 21°Brix.

2.3. Fermentacao alcotlica e maturacao das cervejas

O processo de fermentacdo alcodlica foi iniciado com a adigdo de levedura seca previamente
hidratada (0,7 g/litro) ao mosto. A fermentacdo ocorreu em camara climatica a 15°C por 15
dias. No fim do processo de fermentacdo alcoodlica, as leveduras e o bagaco de atemoia ou
sapoti se sedimentaram no fundo do fermentador e a cerveja verde foi trasfegada com auxilio

de uma bomba de vacuo para garrafas previamente higienizadas, sendo esse sedimento
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eliminado. Para 0 processo de maturagéo, as cervejas verdes foram colocadas em refrigerador
a 5°C por 15 dias. Foram elaboradas trés cervejas: cerveja sem adicdo de frutas (cerveja
Pilsen), cerveja com polpa de atemoia (cerveja de atemoia) e cerveja com polpa de sapoti

(cerveja de sapoti).

Carbonatacéo e engarrafamento

As cervejas foram colocadas em garrafas de vidro ambar de 600 mL e para o processo de
carbonatacéo, foi efetuada a adicdo de xarope de glicose (1 g/litro) e uma suspensdo de
leveduras (0,2 g/litro). As cervejas engarrafadas foram lacradas com recravadora comum e

armazenadas a temperatura ambiente por 15 dias para formacao de gas carbénico.

Anélises fisico-quimicas

O pH foi determinado em pHmetro digital (AOAC, 2006). A acidez total foi determinada
através da titulacdo com NaOH 0,1 N (IAL, 1985). O teor de solidos soltveis (graus Brix) foi
determinado por refratdbmetro de bancada a 20°C. Os agUcares redutores foram determinados
pelo método do ADNS ou acido 3-5 dinitrossalicilico (MILLER, 1959). Os compostos
fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Denis (FOLIN e DENIS, 1912). O
grau alcodlico das cervejas determinou-se com uso de alcodmetro de Gay-Lussac (°GL)
colocado diretamente em volume de 250 mL de destilado a 20°C (IAL, 1985). Todas as
analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados como valores da

média e desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.  Andlises fisico-quimicas dos mostos cervejeiros

Os mostos utilizados na producéo das cervejas deste estudo apresentaram 14,77 a 15,00°Brix
e 7,51 a 7,88% de acUcares redutores (agucares fermentesciveis como maltose e glicose)
(Tabela 1). No estudo de Bonciu e Stoicescu (2008), o mosto utilizado na produgéo da cerveja
com adi¢do de cerejas apresentou 13,26°Brix e no estudo de estudo de Carvalho et al. (2009),

0 mosto utilizado na producdo da cerveja com adi¢do de bananas apresentou 12,00°Brix. De
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acordo Briggs et al. (2004), o mosto de malte de cevada apresenta 47% de maltose, 14% de
maltotriose, 8% de glicose (agucares fermentesciveis) e 30,5% de dextrinas (aglUcares ndo

fermentesciveis).

Tabela 1 — Analises fisico-quimicas dos mostos cervejeiros

Andlises Mosto 1 Mosto 2

Acidez titulavel (% de acido latico) 0,20 £ 0,01 0,22 +£0,01

pH 585+0,01  551+0,02
Solidos soluveis (°Brix) 15,00£0,01 14,77 £0,02
Acucares redutores (%) 7,88 £ 0,28 7,51+0,23
Fendlicos totais (mg/100 mL) 80,34+0,19 77,26 +0,04

Mosto 1 — utilizado na producdo da cerveja sem adicdo de frutas e da cerveja com polpa de
atemoia. Mosto 2 — utilizado na producéo da cerveja com polpa de sapoti. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo de trés repeticdes.

Os mostos deste estudo apresentaram acidez de 0,20 a 0,22 % e pH de 5,51 a 5,85. No estudo
de Brunelli et al. (2014) foi reportado resultado parecido, onde 0 mosto cervejeiro apresentou
valor médio de acidez de 0,15 % e pH de 5,83. De acordo com Flores et al. (2015), o pH do
mosto cervejeiro deve situar-se entre 5,0 e 6,0, ocorrendo acidificacdo no processo posterior
de fermentacdo alcodlica. E de acordo com Pereira e Leitdo (2016), a acidez total do mosto

cervejeiro deve encontrar-se entre 0,1 e 0,3 % de &cido latico.

Os teores de compostos fenolicos dos mostos desse estudo variaram de 77,26 a 80,34
mg/100mL. No estudo de Barbosa (2016) o mosto utilizado na producdo da cerveja com
polpa de maracuja apresentou 99,00 mg/100mL de compostos fendlicos. Segundo Aron e
Shellhammer (2010), no mosto cervejeiro cerca de 70 a 80% dos compostos fenolicos séo

originarios do malte, enquanto 20 a 30% se originam do lUpulo.

A Tabela 2 apresenta as andlises fisico-quimicas das cervejas sem adicdo de frutas (cerveja

Pilsen), com polpa de atemoia (cerveja de atemoia) e com polpa de sapoti (cerveja de sapoti).
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Tabela 2 — Analises fisico-quimicas das cervejas

Analises Cerveja Cerveja de Cerveja de
Pilsen atemoia sapoti

Acidez titulavel (% de &cido latico) 0,34 £ 0,01 0,32 +0,01 0,28+ 0,01
pH 4,16 + 0,01 4,23 +0,01 4,51 +0,03
Solidos soluveis (°Brix) 8,00 £ 0,01 6,00 £ 0,01 6,06 £ 0,15
Acucares redutores (%) 1,94 + 0,07 1,14 + 0,03 1,28 +0,14
Fendlicos totais (mg/100 mL) 64,00+0,15 111,29+0,03 77,61+£0,05
Teor alcoolico (°GL) 4,60 + 0,28 5,00 £ 0,07 5,00+0,01

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo de trés repeticdes.

Neste estudo a adicdo das polpas de atemoia e sapoti ndo aumentou a acidez das cervejas de
atemoia (0,32 %) e de sapoti (0,28 %) em relacdo a cerveja sem frutas (0,34 %), pois tanto a
atemoia quanto o sapoti sdo frutas pouco &cidas. No estudo de Orsi et al. (2012) a polpa de
atemoia in natura apresentou acidez de 0,54 % e no estudo de Oliveira et al. (2011) a polpa de
sapoti in natura apresentou acidez de 0,08 % No entanto, € comum observar um aumento da
acidez com a adicdo de polpas de frutas nas cervejas. No estudo de Trindade (2016) as
cervejas tiveram valores de acidez aumentados com a adicdo de maior quantidade polpa de

amora e a polpa de amora in natura apresentou acidez de 1,56 %.

As cervejas no estilo Pilsen geralmente apresentam teor alcoolico entre 3,0 e 5,0°GL
(HORNSEY, 2003). O teor alcootlico obtido para as cervejas deste estudo foi de 4,6°GL para a
cerveja sem frutas e 5,0°GL para as cervejas de atemoia e de sapoti. Resultados parecidos
foram obtidos no estudo de Bonciu e Stoicescu (2008), onde a cerveja com cerejas apresentou
teor alcodlico de 4,9°GL. No estudo de Carvalho et al. (2009) a cerveja elaborada com banana
apresentou teor alcoolico de 5,3°GL, enquanto a cerveja sem frutas apresentou menor teor
alcodlico de 4,7°GL. A adicdo de polpas de frutas com altos teores de aglcares como a
banana, 0 sapoti e a atemoia contribuiram com aumento dos teores alcodlicos das cervejas de

frutas.
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O teor de compostos fendlicos totais da cerveja no estilo Pilsen (sem adi¢do de frutas) deste
estudo foi de 64 mg/100mL. Freitas et al. (2006) reportaram valores de compostos fenolicos
de 40 a 80 mg/100mL para diferentes tipos de cerveja (cervejas de trigo clara e escura,
cervejas de cevada clara e escura de diferentes marcas). No estudo de Ganbaatar et al. (2015),
a analise dos compostos fendlicos por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
identificou maiores concentracbes de catequina e acido galico e menores concentragBes de
acido feralico, rutina, acido vanilico e acido p-cumarico em todas as amostras de cervejas no
estilo Pilsen analisadas. No estudo de Piazzon, Forte e Nardini (2010), os diferentes estilos de
cervejas analisadas apresentaram valores de compostos fendlicos de 48 mg/100mL (Pilsen) a
87 mg/100mL (Bock). Na andlise de identificacdo de compostos fendlicos, em todas as

cervejas o acido ferulico foi o composto fendlico encontrado em maior quantidade.

Neste estudo a adi¢do das polpas de frutas aumentou o teor de compostos fenélicos totais das
cervejas de atemoia (111,29 mg/100 mL) e de sapoti (77,61 mg/100 mL) em relacdo a cerveja
sem frutas (64,00 mg/100 mL). E comum observar um aumento do teor de compostos
fenolicos totais com a adicdo de polpas de frutas nas cervejas, pois a maioria das frutas € rica
em compostos fendlicos (HAMINIUK et al., 2012; HAMINIUK et al., 2011). No estudo de
Trindade (2016), as cervejas tiveram os compostos fendlicos aumentados com a adi¢do de
maior quantidade polpa de amora, apresentando valores de 480,5 e 632,1 mg/100 mL, nas
cervejas com adicdo de 10 e 30% de polpa de amora, respectivamente. No estudo de Vogel
(2017), a adicdo da polpa de mirtilo aumentou a concentracdo de polifendis da cerveja de
mirtilo (95,0 mg /100 mL) em relacdo a cerveja Pilsen (sem adicdo de frutas) que apresentou
73,4 mg /100 mL.

4. CONCLUSOES

Neste estudo a adicdo das polpas de atemoia e sapoti ndo aumentou a acidez das cervejas de
atemoia e de sapoti em relagdo a cerveja sem frutas, pois tanto a atemoia quanto o sapoti sdo
frutas pouco acidas. No entanto, a adicdo de polpas de frutas com altos teores de agucares
contribuiram para o aumento dos teores alcoolicos e de compostos fendlicos totais das
cervejas de sapoti e de atemoia. A utilizacdo de frutas na producéo de cerveja garante uma
docura residual, aroma e sabor caracteristico, conferindo-lhe uma maior variedade de

compostos aromaticos. A utilizacdo de frutas na formulagédo de cervejas permite a criacdo de
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diversos estilos de cervejas com frutas e esses estilos vém ganhando espago no seguimento
microcervejeiro no Brasil. As cervejas com frutas valorizam o uso das frutas regionais e

despertam a atencdo de consumidores no Brasil e também no mercado internacional.
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