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Uma cerveja antes do almogo € muito bom
pra ficar pensando melhor.

Chico Science & Nag&o Zumbi
JOAO HIGINO FILHO, 1994



RESUMO

A cerveja € a bebida mais consumida no mundo, perdendo apenas para a
agua e o cha. O Brasil € um grande produtor e consumidor de cerveja. Segundo a
Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja, o setor cervejeiro € um dos mais
relevantes da economia brasileira, respondendo por 1,6% do PIB brasileiro e
faturando R$ 107 bilh6es ao ano. Pernambuco nos dltimos cinco anos tem investido
mais no setor cervejeiro, com a implantacéo de novas cervejarias, sobretudo no que
diz respeito a producdo de cervejas artesanais com caracteristicas do
processamento industrial. De frente a esses beneficios relacionados ao mercado
cervejeiro, é consideravel estimular o apoio a pesquisa nesse setor. Nesse sentido, é
importante ressaltar que a fermentacdo € a etapa mais importante no processo de
obtencao da cerveja, fortalecendo a importancia na compreensao e melhoria desta
etapa, que é realizada pelas leveduras e responsavel pela existéncia da cerveja. As
leveduras, que durante o processo fermentativo liberam etanol, CO, e uma miriade
de compostos aromaticos sao as responsaveis pela identidade da cerveja e podem
diminuir a qualidade do produto quando ndo séo reaproveitadas adequadamente
durante os ciclos de fementacdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar
seis ciclos fermentativos de trés leveduras comerciais (WB-06, JP1 e YLB4000) para
avaliar o processamento de uma cerveja de trigo durante os ciclos de
aproveitamento de biomassa e, assim, propor ajustes no processamento sem afetar
as caracteristicas da bebida. ApOs estabelecer os perfis metabdlicos e
organolépticos da producdo de uma cerveja de trigo estiio Weizen em uma
microcervejaria foi possivel sugerir, a partir dos resultados obtidos que, a linhagem
de levedura WB-06 apresentou melhor perfil quantitativo de compostos aromaticos
ativos e maior producéo de alcool isoamilico, que essa mesma linhagem foi a Unica
capaz de produzir acetato de feniletila durante todos os ciclos de fermentacédo
industrial analisados e que o tempo de fermentacdo pode ser reduzido de sete para
trés dias (> 50%) com pouca variacdo de concentracdo na producdo dos analitos
investigados. Além disso, essa reducdo no tempo de fermentacdo pode implicar em

uma reducéo do custo do processamento da cerveja.

Palavras-chave: Cerveja. Fermentagédo. Aroma.



ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage in the world. Considering the
consumption of all drinks, beer loses only for water and tea. Brazil is a great producer
and consumer of beer. According to the Brazilian Beer Industry Association
(CERVBRASIL, 2019), the brewing sector is one of the most relevant in the Brazilian
economy. The sector accounts for 1.6% of Brazilian GDP, and it revenues of $ 107
billion per year. Pernambuco in the last five years has invested more in the brewing
sector by the implementation of new breweries, especially with regard to the
production of craft beers with characteristics of industrial processing. Given these
benefits related to the beer market, it is considerable to stimulate support for
research in this sector. In this sense, it is important to highlight that fermentation is
the most important step in the brewing process, strengthening the importance in
understanding and improving this step, which is performed by yeast, and it is
responsible for the existence of beer. Yeasts, which during the fermentation process
release ethanol, CO2 and a myriad of aromatic compounds are responsible for the
identity of the beer and can decrease the quality of the product when they are not
reused properly during the fementation cycles. Thus, the aim of this work was to
study fermentative cycles of three commercial yeasts (WB-06, JP1 and YLB4000) to
evaluate the processing of a wheat beer during the biomass harvesting cycles and,
therefore, to propose processing adjustments without affecting the characteristics of
the drink. After the analytical methods for metabolic and organoleptic profiles of the
production of a Weizen style wheat beer in a microbrewery, it was possible to
suggest, from the results obtained that the yeast strain WB-06 presented a better
guantitative profile of active aromatic compounds and higher yield of isoamyl alcohol.
In addition, this same strain was the only one capable of producing phenylethyl
acetate during all the industrial fermentation cycles. The fermentation time can be
reduced from seven to three days (> 50%) with little concentration variation in
analytes investigated. In addition, this reduction in fermentation time may lead to a

reduction in the cost of beer processing.

Key words: Beer. Fermentation. Aroma.
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1 INTRODUCAO

A cerveja € uma bebida bem versatil e permite diferentes possibilidades
com os seus ingredientes, além da utilizacdo de alguns adjuntos permitidos por
lei, a exemplo do trigo. Os gréos, principalmente a cevada maltada, fornecem
carboidratos, aminoacidos e corpo a cerveja, mas também pode atribuir sabor.
O ldpulo traz amargor, bem como notas de frutas. Os minerais dissolvidos na
agua influenciam os sabores que vém dos gréos e do lupulo. A levedura produz
etanol, CO, e centenas de compostos aromaticos, como 0s alcoois superiores
e ésteres que influenciam na qualidade sensorial da bebida (AQUARONE et al.,
2001; MORADO, 2009; CALLAWAY, 2016).

Segundo as diretrizes de estilos de cervejas de 2015 do Beer Judge
Certification Program Inc. (BJCP), uma respeitada organizagdo cervejeira
fundada em 1985 no Colorado (EUA), existem 121 estilos de cervejas, reunidos
em 35 grupos. Um desses estilos é a Weizen (ou Weissbhier), uma cerveja de
trigo (BJCP, 2015; MORADO, 2017). As caracteristicas relacionadas ao sabor
e aroma da cerveja sdo conferidas principalmente pela linhagem de levedura e
condicdes de fermentacao (BJCP, 2015; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

As leveduras utilizam carboidratos e aminoacidos do mosto cervejeiro
para producdo de 4alcoois superiores, como acontece, por exemplo, no
catabolismo do aminoacido leucina para a producdo de alcool isoamilico (3-
metil-1-butanol). Inicialmente, na via catabdlica, o aminoacido leucina €
transaminado para 2-cetoisocaproato que, por sua vez, € descarboxilado para
um aldeido (3-metilbutanal) que, quando reduzido, forma o alcool isoamilico
(HAZELWOOD et al., 2008). Além dos alcoois superiores, outros intermediarios
das vias metabdlicas sdo fundamentais nas caracteristicas organolépticas da
cerveja. Dentre esses intermediarios estdo os ésteres, que Sao compostos
volateis formados a partir de um acido organico e um alcool (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010). O acetato de isoamila, que € caracteristico de cervejas
estilo Weizen, por exemplo, é produzido pela condensacao do acetil-CoA com
o alcool isoamilico pela acdo da enzima alcool acetil transferase, mas também
€ hidrolisado pelas esterases (FUJII et al.,, 1996; ESPINOSA VIDAL et al.,
2012).
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Nesse sentido, a manutencao das atividades enzimaticas é fundamental
para a concentracao final das substancias organolépticas, ja que a instabilidade
nas concentracdes dos precursores quimicos e enzimas podem resultar na
deficiéncia de producdo dessas substancias e, consequentemente, interferir na
gualidade da bebida (VERSTREPEN et al., 2003).

Desde as ultimas décadas até os dias atuais fatores tecnoldgicos vém
sendo direcionados para a melhoria das linhagens de leveduras cervejeiras e
de processos de fermentacdo (KURTZMAN; FELL, 2011). Sendo assim,
profissionais da area procuram linhagens de leveduras com perfis metabdlicos
diferentes, assim como aperfeicoar a reutilizacdo das biomassas para, além de
diminuir os custos de producédo e economizar tempo, criar bebidas alcodlicas
com caracteristicas desejaveis e diferenciadas para o mercado (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

Diante deste cenario de aprimoramento do mercado, uma proposta foi
realizada por uma microcervejaria artesanal do estado de Pernambuco para
caracterizar e ajustar o reuso de leveduras para o rotulo Weizen do seu
catdlogo, que segundo a microcervejaria, apresentava decaimento de
gualidade sensorial durante os reciclos. O estudo foi realizado pelo
aproveitamento da biomassa de levedura utilizada pela microcervejaria e mais
duas outras disponiveis no mercado, com meta de 6 (seis) ciclos fermentativos
para diminuir custo de producao pela reutilizacdo de matéria-prima do processo
e pela verificacdo da manutencdo do perfil de formacdo de substancias
organolépticas, visto que a qualidade da bebida pode diminuir quando a
biomassa de leveduras ndo sdo reaproveitadas adequadamente durante os

ciclos de fementacéo.
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1.1 Objetivos

111

1.1.2

Objetivo geral
Compreender o perfil metabdlico e organoléptico da fermentacdo de
uma cerveja de trigo em reposta ao reuso de células de trés linhagens

comerciais de leveduras.

Objetivos especificos

Conhecer o perfil metabdlico de trés linhagens comerciais de leveduras
durante seis reciclos de fermentacao de cerveja de trigo;

Entender o perfil organoléptico destas linhagens comerciais de
leveduras durante os seis reciclos de fermentacao de cerveja de trigo;
Avaliar, de acordo com o perfil metabdlico e organoléptico, a linhagem
de levedura que obteve o melhor desempenho geral em reposta aos

ajustes do processo fermentativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Cerveja

2.1.1 Breve histérico e evolucdo da cerveja

2.1.1.1 Cerveja no mundo

Aproximadamente ha 9000 anos a.C. acredita-se que surgira 0s
primeiros campos de cultivo no oeste da Asia. Esses campos provavelmente
eram de plantacbes de cereais como a cevada e o trigo. Atrelado ao
surgimento desta agricultura primitiva estava a necessidade do ser humano
pré-histérico afastar-se da vida ndmade de cacador-coletor para se estabelecer
como individuos sedentarios passiveis de administrar os campos. Com isso,
posteriormente tornou-se possivel o processamento das colheitas em produtos
como o pao e a cerveja, ambos utilizados para a alimentacdo (MORADO, 2009;
MORADO, 2017).

Os pesquisadores sugerem que 0 surgimento da cerveja tenha ocorrido
por acaso, devido a facilidade de obtencéo deste produto de forma espontanea.
Supbe-se que os agricultores da época armazenaram graos provenientes da
colheita em vasos abertos em ambientes abertos e, porventura, esqueceram-se
destes graos e acabaram sendo umedecidos pela agua da chuva. Os gréaos
germinaram e, com isso, deixaram disponiveis carboidratos passiveis de serem
fermentados. Os graos secaram e permaneceram esquecidos. Outra chuva
deve ter ocorrido, formando um tipo de caldo que foi fermentado por micro-
organismo do ambiente e originando o que seria a primeira cerveja do mundo
(MORADO, 2009; MORADO, 2017).

As evidéncias mais antigas acerca do surgimento da cerveja datam de
aproximadamente 5000 anos a.C. e foram descobertas por arquedlogos na vila
neolitica de Jiahu, no norte da China e na Mesopotamia, onde hoje é o Iraque.
Todavia, outros indicios sugerem que por volta de 6000 anos a.C. a producao
de cerveja ja era uma atividade bem estabelecida tanto na China quanto no
Oriente Médio, quando o ser humano pré-histoérico introduziu a construcdo de

cidades. A partir de entdo, h& registros sobre a cerveja na Antiguidade pelos
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povos da Suméria, Babildnia e Egito e na Idade Média (AQUARONE et al,
2001; MORADO, 2009; MORADO, 2017).

No inicio da Idade Moderna, em 23 de abril de 1516, foi promulgada a
Lei da Pureza alemad da cerveja ou Reinheitsgebot em toda a regido da
Baviera, pelos duques Guilherme IV e Luis X. Dentre outras determinacdes,
esta lei estabelecia quais os ingredientes que deveriam ser utilizados durante o
processamento da cerveja (agua, malte de cevada e lupulo), tornando-se o
maior modelo de padronizacdo da cerveja no mundo. Na época ndo se tinha
conhecimento da existéncia das leveduras. Esta lei permaneceu em vigor por
mais de quatrocentos anos e ainda hoje é considerada um marco na histéria da
cerveja (MEUSSDOERFFER, 2009; POELMANS, 2011).

Um pouco mais de duas décadas, em 1542, apos a promulgacdo da Lei
da Pureza da Alemanha e de séculos do estabelecimento ja firmado da cerveja
em diversas regides do mundo, surge a primeira cervejaria das Americas, por
Alfonso Herrera, no México. A partir de entdo, foi questdo de quase um século
para a instalacdo da primeira cervejaria no recém-descoberto Brasil (MORADO,
2017).

2.1.1.2 Cerveja no Brasil

Foi no Recife, periodo holandés (1630-1654), que os labios da
brasilidade estabeleceram o primeiro contato com o liquido
fermentado, de feitio ndo indigena, produzido no Brasil, apresentando
formula muito proxima do que hoje conhecemos como cerveja
(MARCENA, 2016, p. 63).

A companhia das indias Orientais, ao embarcar no nordeste brasileiro,
trouxe consigo os primeiros registros de fabricacdo de cerveja no Brasil. Foi no
ano de 1637 que o conde alemao Johann Moritz Zu Nassau-Siegen, ou apenas
Mauricio de Nassau, chegou a territorio brasileiro na condicdo de governador
das terras holandesas no Brasil. Juntamente com Nassau vieram diversos
estudiosos, entre eles o mestre cervejeiro Dirck Dicx, que chegara ao Recife
em 1640 para compor a comitiva de Nassau. A sua presenca foi fundamental
para a abertura da primeira fabrica de cerveja do Novo Mundo, no bairro das
Gragas, em Recife (MARCENA, 2016).
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Com a expulsdo dos holandeses em 1654 a cerveja caiu no
esquecimento por quase 150 anos, reaparecendo apenas com a chegada da
familia real ao Brasil em 1808. A cerveja era inicialmente importada de paises
europeus para o Brasil a mando de D. Jodo VI. Mais adiante, a partir de 1888
as grandes cervejarias comecaram a surgir no pais e, junto com elas, a
capacidade de producdo em grande escala. Atualmente, assim como ocorre
em diversas regifes do mundo onde a cerveja possui uma histéria mais antiga,
comecam a surgir as microcervejarias (AQUARONE et al., 2001; MORADO,
2017).

Atualmente, a industria da cerveja esta diretamente relacionada com o
desenvolvimento do pais e é um dos setores que mais empregam no Brasil. O
Brasil € um grande produtor de cerveja. O setor cervejeiro responde por 0,5%
do PIB na Unido Européia, 1,5% nos Estados Unidos e 1,6% do PIB nacional.
Além disso, o setor emprega 2,7 milhdes de pessoas a cada ano e corresponde
a um faturamento de R$ 107 bilhdes (CERVBRASIL, 2018). Diante da
dimensdo do setor cervejeiro e do seu impacto na economia nacional, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento é o 6rgao responsavel no
Brasil pela gestédo do setor (AQUARONE et al., 2001). Segundo esse ministério
e a legislacao brasileira, inicialmente pela Lei n° 8,918 de 14 de julho de 1994 e
regulamentada pelo Decreto n° 6,871 de 04 de junho de 2009, a cerveja é “a
bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro oriundo de malte
de cevada e agua potavel, por acdo da levedura, com adicdo do lupulo”
(BRASIL, 2009).

2.1.2 Matérias-primas do processamento da cerveja

Ainda sobre a legislacdo brasileira, é referido no decreto n° 6,871 de
junho de 2009 que os quatro ingredientes da cerveja (dgua, malte de cevada,
[Upulo e levedura) sdo processados de forma a obtencdo do mosto cervejeiro,
que € “a solugédo, em agua potavel, de carboidratos, proteinas, glicideos e sais
minerais, resultantes da degradacao enzimatica dos componentes da matéria-
prima que compde o mosto”. Além disso, a legislagdo também permite a
utilizacéo de adjuntos como o arroz, o trigo, o centeio, o milho, a aveia e sorgo

para a formulacdo do mosto (BRASIL, 2009). Para melhor compreensé&o acerca
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do processamento da cerveja, sera realizada uma breve apresentacao sobre as

caracteristicas gerais e importancia de cada um dos seus ingredientes.

2.1.2.1 Agua

A 4gua é a matéria-prima que se encontra em maior quantidade na
cerveja (> 90%). Nesse sentido, as cervejarias costumam localizar-se em areas
préximas de fontes de 4gua, sendo essencial que essa 4gua possua algumas
caracteristicas quanto as suas propriedades fisicas e composi¢cao quimica e
microbiolégica. E aconselhavel que seja uma fonte de agua relativamente
uniforme, limpa, inodora, incolor e com dureza adequada para cada estilo de
cerveja. Aléem disso, € de extrema importancia compreender que 0S sais
minerais dissolvidos, matéria organica e compostos gasosos influenciam os
processos quimicos e enzimaticos que ocorrem durante a fermentacdo da
cerveja e, por conseguinte, a qualidade da bebida (VENTURINI FILHO et al.,
2005). Também é importante ressaltar a necessidade do pH e padrbes
microbiolégicos adequados (AQUARONE et al., 2001; ROSA; AFONSO, 2015).

2.1.2.2 Malte

Malte é o termo utilizado para se referir a quaisquer cereais que foram
sujeitos a uma germinacao inicial sob condi¢cdes controladas de temperatura,
umidade e aeracdo. Esses cereais, a priori, podem ser cevada, trigo, milho,
aveia, arroz e outros, sendo o malte de cevada a principal matéria-prima para a
cerveja. Esse processo de transformacéo dos graos (sementes) dos cereais em
malte deixa disponiveis carboidratos de menor cadeia molecular que o amido,
um carboidrato abundante na cevada e, portanto, mais facilmente
metabolizados. Além disso, torna o grdo menos rigido, mais soluvel e capaz de
fornecer enzimas que serdo fundamentais durante o processamento da cerveja
(VENTURINI FILHO et al., 2005; VENTURINI FILHO et al., 2010). A tabela
abaixo mostra a comparacdo da composi¢cdo média dos grdos de cevada com

o cereal ja maltado (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicdo do grdo de cevada e do malte.

Caracteristicas Cevada Malte
Massa do gréo (mg) 32-36 29-33
Umidade (%) 10-14 4-6

Amido (%) 55-60 50-55

Acucares (%) 0,5-1,0 8-10
Nitrogénio total (%) 1,8-2,3 1,8-2,3

Nitrogénio soltvel (% de N total) 10-12 35-50
Poder diastatico, °Lintner 50-60 100-250

a-amilase, unidades de dextrina tracos 30-60

Atividade proteolitica tracos 15-30

Fonte: Cereda (1985).

Alguns cereais sao melhores que outros durante o processo de
malteacdo. E necessario conferir aspectos como o teor de gordura, a taxa de
gordura, o rendimento da extracdo e a capacidade de germinacdo como
critérios de avaliacdo. Nesse sentido, o grdo de cevada € o que apresenta
melhores caracteristicas, apesar ser muito parecido com o trigo (MORADO,
2017).

2.1.2.3 Lapulo

O ldpulo (Humulus lupulus L.) € uma planta perene trepadeira
pertencente a familia Cannabaceae, na qual as plantas femininas possuem
inflorescéncias contendo substancias de interesse industrial para o
processamento da cerveja. Essas inflorescéncias sdo ricas em resinas (a-
acidos e (-acidos), polifenéis e dleos essenciais que sdo fundamentais para o

amargor, aroma e propriedades antioxidantes da cerveja (BAMFORTH, 2003).

N&o se sabe precisamente quando o lupulo foi utilizado pela primeira
vez na fabricacdo de cerveja (MOIR, 2000). A evidéncia mais antiga sobre o
cultivo desta planta data de meados 859 d.C na Baviera (BEHRE, 1999).
Entretanto, sabe-se que o lupulo ja havia sido inserido na fabricacédo de cerveja
desde 822 d.C. Contudo, a primeira evidéncia cientifica de seu uso esta no livro

Physica, de 1150 d.C. O Idpulo emergiu na producdo da cerveja como uma
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alternativa menos onerosa aos aditivos da época e eficaz na conservagédo e
equilibrio do sabor e aroma da bebida (MORADO, 2017).

2.1.2.4 Levedura

As leveduras sao fungos unicelulares caracterizados por possuirem
crescimento assexual predominantemente por brotamento ou fissdo e por nao
apresentarem corpo de frutificagdo. Existem centenas de linhagens de
leveduras, mas a maioria delas néo € apropriada para a fabricacdo de cervejas.
As leveduras utilizadas para a producdo de cerveja pertencem ao género
Saccharomyces, sendo as principais S. cerevisiae para as cervejas de alta
fermentacdo e S. pastorianus para as cervejas de baixa fermentacdo. Essas
leveduras utilizam o mosto cervejeiro durante a fermentacdo para consumir
acucares fermentesciveis e produzir etanol, didéxido de carbono e substancias
organolépticas (KURTZMAN et al., 2011; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Inicialmente na Lei da Pureza alema da cerveja ou Reinheitsgebot de
1516 a levedura ndo estava inclusa como matéria-prima da cerveja. Nesta
época a sociedade nao havia conhecimentos sobre microbiologia. Com o
advento da microscopia, em 1680, Anton van Leeuwenhoek foi o primeiro a
observar esses micro-organismos. Entretanto, Leeuwenhoek ndo associou as
leveduras como seres Vivos e agentes responsaveis pelo processo
fermentativo, que na época era considerado um fenbmeno espontaneo. Mais
tarde, em 1789, Antoine-Laurent Lavoisier associou a conversdo dos acucares
do mosto cervejeiro em etanol e didxido de carbono. Porém, a presenca das
leveduras continuara dissociada com a conversdao dos acucares em etanol.
Apenas em meados da segunda metade dos anos 1800 que Louis Pasteur
estabeleceu as leveduras como seres vivos e, finalmente, em 1879, afirmou a
relacédo entre fermentacao alcodlica e leveduras (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

2.1.25 Adjuntos

Para ser considerada cerveja, a bebida alcodlica precisa ser processada
a partir de agucares de gréos que contenham pelo menos 20% de malte de
cevada (MORADO, 2009; MORADO, 2017). Quaisquer outros insumos
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utilizados como fonte de carboidratos ndo maltados como complemento ou
suplemento do malte de cevada e que possua acgUcares fermentesciveis sédo
considerados adjuntos. Nesse sentido, adjuntos cereais mais comuns Sao o
milho, o arroz, o trigo e entre outros. Além disso, adjuntos na forma de
acucares cristalizados e xaropes podem ser utilizados durante a fabricacao de
cerveja (VENTURINI FILHO, 2010).

Os adjuntos sado utilizados principalmente por uma necessidade
econdmica durante o processamento da cerveja. Os adjuntos sdo menos
onerosos para a producdo do mosto e podem contribuir para a qualidade e
tempo de prateleira da bebida. No Brasil, segundo a legislacédo, o nivel de
substituicdo do malte por adjuntos pode chegar a 80% e as perspectivas de
uso aumentou em todo o mundo (AQUARONE et al., 2001).

2.1.3 Classificacao da cerveja

Classificar cervejas ndo é um trabalho facil. Muitos sdo os parametros
gue podem ser levados em consideracdo quando se classifica cervejas. As
cervejas podem ser classificadas quanto ao extrato primitivo, cor, teor alcodlico,
fermentacdo e entre outros. Além disso, classificar cervejas € um processo
dindmico e continuo visto que muitos dos parametros se alteram ao longo do
tempo a depender, por exemplo, da utilizacdo de novas tecnologias para o
processo de producdo e mudancas no paladar do consumidor. A primeira
classificacao de cervejas publicada no mundo data de 1977 no livro The World
Guide to Beer. Atualmente, uma das classificacdes mais utilizadas no mundo é
a do Beer Judge Certification Program Inc. (BJCP), uma organizacao sem fins
lucrativos fundada em 1985 no Colorado, Estados Unidos, durante a American
Homebrewers Association Annual Conference. O guia de estilos cervejeiros do
BJCP em sua edi¢do de 2015 compreende 121 estilos reunidos em 35 grupos
(MORADO, 2017).

2.1.3.1 Cerveja de trigo

O grupo 10 do guia de estilos do BJCP é referente as cervejas de trigo

alemas, também conhecidas como Weizenbier ou Weisshier. Em aleméao
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“‘weizen” significa trigo e “weiss” branco. Este grupo contém aquelas cervejas
gue possuem, no minimo, 50% de malte de trigo. Dentro desse grupo tem-se a
Weissbier (10A), uma cerveja com ésteres frutados (geralmente com notas de
banana) e fendis (geralmente com notas de cravo) (BJCP, 2015).

O trigo, adjunto principal desta cerveja, apresenta constituicdo de 80%
de carboidratos, sendo a maioria deles na forma de polissacarideos, com
predominancia do amido. Além do amido, quantidades menores de celulose e
hemicelulose s&o encontradas. Outros carboidratos mono, di, tri e
oligossacarideos sdo encontrados em pequenas quantidades. Componentes
ndo carboidratos, como lipideos, proteinas e fésforo também sdo encontrados
no amido do trigo, mas em concentracdes muito pequenas (BELITZ; GROSCH,;
SCHIEBERLE, 2008). Geralmente, o trigo e cervejas de trigo apresentam baixa
concentragao de nitrogénio livre (79-139 mg/100g) quando comparados com a
cevada (120-150 mg/100g) e isso pode ocasionar alguns problemas na
fermentacdo, como menores concentragcbes de etanol e compostos
organolépticos (FALTERMAIER et al., 2014).

A cerveja, independente do seu adjunto, possui mais de 450 substancias
diferentes que podem influenciar as caracteristicas do produto final. Nesse
contexto, dos dados analiticos disponiveis na literatura, uma pequena e recente
parte € destinada as cervejas de trigo, sendo a maioria dos dados sobre a
cevada e usados com base na fabricacdo de cervejas de trigo (FALTERMAIER
et al., 2014).

2.1.4 Processamento da cerveja

O processo de producéo industrial da cerveja pode ser dividido em trés
grandes etapas: (1) producdo de mosto, onde acontece a moagem do malte,
mosturacao, filtracdo, fervura e clarificacdo; (2) processo fermentativo, que
envolve a fermentacédo e maturacéo e, por fim, (3) o pés-tratamento da cerveja,
gue pode envolver filtracdo, carbonatacdo, alteracdo de aroma e sabor,

uniformizagao da cor e pasteurizacdo (Figura 1) (AQUARONE et al., 2001).
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Figura 1 - Esquema geral do fluxo do processo industrial de producédo de cervejas.
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Fonte: Hough (1985).

Quaisquer modificagdes nos ingredientes e/ou no processo de producao
implicardo em um produto final com caracteristicas diferentes (PEREIRA,
2007). Todavia, é durante a fermentacdo que as principais caracteristicas
organolépticas da cerveja sao originadas. Nessa fase, além da converséao de
acucares em etanol e dioxido de carbono, outras substancias produzidas em
concentracfes mais baixas sdo responsaveis pelo sabor e aroma da bebida
(POTTER et al., 1999). Nesse sentido, intervencfes podem ser realizadas
nessa fase para favorecer a producdo e manutencdo de sabores e aromas

desejaveis.

Diferente das grandes cervejarias, as microcervejarias brasileiras
enfrentam o desafio de aumentar a escala de producao para diminuir os custos
do processamento e obter um espaco no mercado. O que uma microcervejaria
brasileira produz em um ano pode ser equivalente ao que uma grande
cervejaria produz em dez minutos do seu dia. Entretanto, essas
microcervejarias vém aumentando a participacdo de mercado (MORADO,
2017).
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2.2Metabolismo de leveduras no processamento de cerveja

221 Anabolismo e catabolismo

Por metabolismo entende-se o conjunto de todas as transformacgdes
guimicas que ocorrem no organismo por meio da acdo enzimatica durante as
vias metabdlicas. O metabolismo celular € uma atividade altamente
coordenada por vias metabdlicas que proporcionam a célula a obtencédo de
energia a partir da utlizagdo dos nutrientes do meio. Nesse sentido,
proporciona a conversdo dos nutrientes em uma miriade de precursores de
macromoléculas como os polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos que
irdo compor a biomassa celular. Além de sintetizar biomoléculas, essas vias
realizam a degradacdo de outras biomoléculas para as diversas funcdes
celulares e acabam por gerar metabdlitos que seréo liberados pela célula para
0 meio. Para tratar o metabolismo de sintese e degradacao de biomoléculas no
metabolismo s&o utilizados os termos anabolismo e catabolismo. Por
catabolismo entende-se a degradacdo de moléculas grandes e complexas em
moléculas de menor peso molecular e simples, enquanto que o anabolismo € a
biossintese de moléculas de alto peso molecular e complexas a partir de
precursores pequenos e simples. Por um lado, as reacOes catabdlicas
conservam energia na forma de ATP e de transportadores de elétrons
reduzidos como NADH, NADPH e FADH, e parte € liberada na forma de calor.
Por outro lado, as rea¢des anabolicas necessitam de energia (geralmente na
forma de ATP) e do poder redutor de NADH, NADPH e FADH,. Essas reacfes
anabdlicas sdo responsaveis tanto pela producdo de biomassa como dos
produtos do crescimento celular. (NELSON; COX, 2014).

2.2.2 Fermentacéo alcodlica

2.2.2.1 Composicdo do mosto cervejeiro

O mosto cervejeiro ndo € uma mistura preparada com ingredientes
puros. Nao se trata de um meio sintético, mas de um meio contendo insumos
de origem vegetal e, portanto, relativamente varidvel quanto a sua composi¢ao

(SMART et al., 2003). De modo geral, 0 mosto de cerveja € composto por
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carboidratos, compostos nitrogenados, lipideos, vitaminas e ions inorganicos
que serao utilizados no metabolismo das leveduras (HE et al.,, 2014). Os
carboidratos correspondem a 90-92% do extrato total do mosto, sendo os
principais representantes a sacarose, frutose, glicose, maltose e maltotriose,
juntamente com as dextrinas. Destes, a maltose e a maltotriose séo os que se
encontram em maior abundancia (Tabela 2) (GJERTSEN, 1953; HE et al.,
2014).

Tabela 2 - Composicéo de carboidratos de mostos cervejeiros com diferentes maltes (g.L-%).

Carboidratos Malte 1 Malte 2 Malte 3 Malte 4 Malte 5
Glicose 10,2 9,8 9,5 7.4 8,5
Frutose 15 2,0 2,7 19 2,3

Sacarose 2,2 3,0 2,5 2,5 1,7
Maltose 54,2 50 52,2 50,7 54,6
Trissacarideos 13,6 11,8 13,0 12,3 13,1

(maltotriose)

Total 91,2 90,0 91,1 91,1 92,2

(% do extrato)

Carboidratos 78,7 73,6 76,9 71,8 77,2

fermentesciveis

Carboidratos 70,0 66,0 69,4 64,9 68,4

fermentesciveis
(% do extrato)

Fonte: GJERTSEN, 1953 (Adaptado).

Mais recentemente, outros valores foram encontrados para a
composicdo do mosto de cerveja: maltose (~59 g.L™), maltotriose (~10 g.L™),
glicose (~20 g.L™), frutose (~2,5 g.L ™) e sacarose (~2,5 g.L™) (HE et al., 2014).

Os compostos nitrogenados disponiveis no mosto de cerveja que devem
ser metabolizados pelas leveduras sédo os nitrogénios aminados livres (FAN),
gue sao os aminoacidos, principalmente, ions de aménio e pequenos peptideos
(PUGH et al., 1997). Tanto a quantidade quanto a qualidade das fontes de
carbono e de nitrogénio disponiveis no mosto de cerveja para serem
metabolizadas pelas leveduras sado fundamentais para a qualidade do produto

final, sobretudo no que diz respeito ao saber e aroma da cerveja. Além disso,
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as vitaminas e 0s ions inorganicos sao relevantes para o crescimento e
multiplicacdo das células, como também para o desempenho do processo
fermentativo (HE et al., 2014; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

2.2.2.2 Metabolismo fermentativo

No processo fermentativo ocorre a degradacdo de carboidratos,
principalmente hexoses e, geralmente em condi¢gbes de anaerobiose. Durante
esse processo via glicélise, o piruvato pode ser metabolizado por trés vias
catabdlicas, sendo uma delas a fermentagdo etandlica ou alcodlica (Figura 2).
Nessa via, fundamental para a fabricacdo de cervejas, a fonte de carbono é
convertida, principalmente, em etanol e CO, (NELSON; COX, 2014).

A levedura S. cerevisiae € a mais utilizada devido a sua maior eficiéncia
fermentativa quando comparada aos outros micro-organismos. Essa levedura
possui um metabolismo classificado como Crabtree positivo, no qual a
presenca de glicose ou outros agUcares fermentesciveis acima de determinada
concentracdo induz o metabolismo fermentativo mesmo na presenca de
oxigénio (POSTMAN et al., 1989).

A equacao da fermentacdo desenvolvida por Gay-Lussac propde que
para cada 1 mol de glicose (C¢H1206 — 180 g) serdo produzidos 2 moles de
etanol (2C,HsOH — 92 g), 2 moles de diéxido de carbono (2CO, — 889g) e 57
Kcal de energia (KOLB, 2002; NELSON; COX, 2014). Esses valores
correspondem ao rendimento tedrico maximo (Yps) de 0,511 g de etanol por
grama de glicose consumida (LIMA et al., 2001). Na pratica, 0 maximo tedrico
nao é alcancado, pois parte do esqueleto de carbono é convertido em
biomassa e outros subprodutos como o glicerol e uma variedade de
substancias organolépticas fundamentais se transformam em produtos
fermentados (ESPINOSA VIDAL, 2012; WHEALS et al., 1999).
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Figura 2 - Destinos catabdlicos do piruvato na glicdlise. A imagem mostra a alternativa
metabdlica da fermentacao etandlica ou alcodlica em levedura, onde ocorre a producédo de

etanol e CO,.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.
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2.2.3 Metabolismo do Nitrogénio

2.2.3.1 Aspectos gerais

Os organismos eucariéticos, como as leveduras, controlam o0 seu
metabolismo em resposta a nutrientes organicos e inorganicos presentes no
ambiente. Além dos carboidratos como compostos organicos, as fontes de
nitrogénio também sdo essenciais para esses seres vivos (COOPER, 1982).
Essas moléculas nitrogenadas entram nas células através de permeases e séo
utiizadas como unidades de construgcdo em reacdes de biossintese ou
catalisadas para liberacdo de nitrogénio na forma de amonio (via
desaminacdo), glutamato (via transaminag¢do) ou ambas. Além dessas duas
possibilidades, é possivel a condensacdo do glutamato com o amonio para
formar a glutamina, que juntamente com o glutamato s&o 0s principais
doadores de nitrogénio nas reacdes de biossintese celular. Para esse conjunto
de reacbes enzimaticas do amonio, glutamato e glutamina da-se o nome de
Metabolismo Central do Nitrogénio (Figura 3) (COOPER, 1982; MAGASANIK,
1992).

Na Figura 3, os compostos celulares nitrogenados sao sintetizados a
partir do conjunto de reacfes enzimaticas do aménio, glutamato e glutamina. O
glutamato é formado pela combinacdo de aménia com a-cetoglutarato,
enquanto a glutamina é sintetizada pela combinacdo da amoénia com o
glutamato (COOPER, 1982; MAGASANIK, 1992).
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Figura 3 - Metabolismo Central do Nitrogénio. Em itdlico estdo os genes para cada etapa
enzimatica em S. cerevisiae.
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Fonte: MAGASANIK; KAISER, 2002 (Adaptado).

2.2.3.2 Influéncia do nitrogénio na formacdo de compostos

organolépticos

A quantidade e a qualidade das fontes de nitrogénio no mosto que
seguira para a fermentacéo afetam o crescimento e o perfil de fermentacéo das
leveduras (BISSON, 1991). As fontes de nitrogénio totais assimilaveis ofertadas
as células de leveduras na fermentacdo para producdo de aromas podem ser
de natureza diversa. Contudo, os aminoacidos e seus diferentes tipos podem
gerar respostas metabdlicas diferentes na levedura e que serdo fundamentais
para o perfil organoléptico da cerveja (LIE, 1973). A deficiéncia de nitrogénio
ofertado pode resultar em algumas situacdes indesejaveis no produto da
fermentacdo, como os “off flavours”. Outras situa¢cdes podem ser o aumento do
tempo da fermentacdo e maiores concentracbes de acUcares residuais por
causa de alteracdes na atividade celular (MENDES FERREIRA et al., 2004).

A concentracdo de nitrogénio presente no mosto durante a fermentagéo

vai depender de diversos parametros como, por exemplo, a linhagem de
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levedura utilizada, o tamanho do in6culo e condigBes do processo fermentativo,
como a concentracdo de agucares e temperatura (ESPINOSA VIDAL, 2012).

2.2.4 Substancias organolépticas

2.24.1 Aspectos gerais

Uma variedade de substancias é responsavel pelo aroma nas bebidas
alcodlicas, nas quais muitas podem ser percebidas sensorialmente pelo ser
humano. Apesar dos produtos majoritarios da fermentacdo ser o etanol e o
diéxido de carbono, sdo as substancias organolépticas produzidas pela
levedura que determinam as caracteristicas sensoriais da bebida (BOULTON;
QUAIN, 2001). As leveduras utilizam o conteudo inicial de carboidratos e
aminoacidos dos meios de fermentacdo para producdo desses metabdlitos
secundarios. Dentre essas substancias, as leveduras produzem,
principalmente, alcoois superiores e esteres como importantes colaboradores
para as caracteristicas sensoriais das bebidas, além de acidos organicos,
compostos carbonilicos e glicerol como evidenciado na figura seguinte (Figura
4) (HAZELWOOD et al., 2008; VERSTREPEN et al., 2003; VILA NOVA et al.,
2009). O grau de disponibilidade desses compostos no produto final depende
de muitos fatores, sobretudo daqueles relacionados as condicdes de
fermentacdo, da natureza da fonte de carboidratos e nitrogénio e da linhagem
de levedura utilizada (PISARNITSKII, 2001; CARRAU et al., 2008).
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Figura 4 - Esquema geral das principais rotas metabdlicas em leveduras cervejeiras para a
formagdo de substancias organolépticas a partir dos nutrientes disponiveis no mosto de

cerveja.
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Fonte: HE et al., 2014 (Adaptado).

2.2.4.2 Alcoois superiores

Os alcoois superiores sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas
leveduras durante a fermentacdo, sendo formados por &lcoois de cadeia
simples ou ramificadas, com numero de carbono maior que dois e peso
molecular e ponto de ebulicdo superior ao do etanol (BIDAN, 1975). De modo
geral, a cerveja pode conter varias combinacfes de aproximadamente quarenta
alcoois superiores (MEILGAARD, 1975). A levedura comeca a formar esses
alcoois a partir do piruvato e acetil-CoA provenientes do metabolismo dos
carboidratos ou durante o catabolismo dos aminoacidos aroméaticos e de cadeia
ramificada pela via de Ehrlich (Figura 5) (HAZELWOOD et al., 2008; WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

Altas concentracbes de &lcoois superiores podem resultar em um

produto com sabor desagradavel. Entretanto, baixas concentragfes sao
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importantes para compor o sabor e aroma das bebidas alcodlicas
(HAZELWOOD et al., 2008). Dentre os &lcoois superiores tém-se 0s que
possuem carater alinfatico e os aromaticos (NYKANEN; NYKANEN, 1977). Os
alcoois superiores alinfaticos incluem o isopropanol (2-propanol), o élcool
isoamilico (3-metil, 1-butanol), o alcool amilico (1-pentanol), o alcool feniletilico
(2-feniletanol), o &lcool amilico ativo (2-metil-butanol) e o alcool isobutilico (2-
metil propanol) que intensificam o teor alcodlico nas bebidas e conferem um
carater célido (BOULTON; QUAIN, 2001). Além desses, o 2-feniletanol é um
alcool superior aromético que confere aroma floral as bebidas (MEILGAARD,
2001). De todos esses alcoois superiores o alcool isoamilico, o alcool amilico
ativo e o isobutanol sdo conhecidos como &lcoois de cadeia ramificada por ser
resultado do catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada: leucina,
isoleucina e valina. A partir de L-leucina se produz o alcool isoamilico, de L-
isoleucina, o alcool amilico ativo e é formado, por fim, a partir da L-valina o
isobutanol, que sdo compostos néo utilizados como fonte de carbono auxiliar e
excretados pela levedura (LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000; ESPINOSA
VIDAL, 2012).

Figura 5 - Catabolismo dos aminoé&cidos pela Via de Ehrlich.
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Fonte: HAZELWOOD et al., 2008 (Adaptado).



37

2.2.4.3 Esteres

Esteres sdo compostos volateis formados a partir de um &cido organico,
como o acetil-CoA e um alcool em uma reagdo de esterificagdo. As enzimas
alcool acetiltransferases | e Il (AATase) catalisam a formacdo desses ésteres a
partir do acido organico e do alcool. (FUGII, 1997) Esses compostos sdo
extremamente importantes para a caracteristica da cerveja, atribuindo aromas
frutados. As cervejas podem possuir varios desses ésteres, até mais que
cinquenta tipos diferentes (MEILGAARD, 1975). Os ésteres podem ser
mensurados por cromatografia gasosa e sdo bastante Uteis para diferenciar os
estilos de cervejas. Os exemplos mais comuns desses ésteres sdo 0 acetato
de etila, caproato de etila, acetato de feniletila e o acetato de isoamila
(caracteristico de cervejas estilo Weizen) (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). A
formacdo de um éster leva um tempo para a levedura, pois € necessario a
formacé&o dos alcoois superiores primeiramente. Contudo, € importante investir
na formacdo desses para a cerveja, pois 0S ésteres sdo mais impactantes no

aroma do que os alcoois e acidos separadamente (BAMFORTH, 2001).

Muitos fatores afetam a producdo dos ésteres, aqueles que promovem o
crescimento das leveduras e desviam o acetil-CoA diminuiréo a sintese desses
compostos. Sao trés fatores principais para controlar a producdo dos ésteres:
concentracdo de acetil-CoA, concentracdo de alccois superiores e a atividade
enzimatica das enzimas envolvidas (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). A relacao
carbono-nitrogénio (C/N) (PALMER; RENNIE, 1974), a sintese de lipidios
(BOULTON; QUAIN, 2001), a composicdo do mosto e a aeracao
(VERSTREPEN et al., 2003) também influenciam na concentracdo dos ésteres

no mosto.

2.2.4.4 Complexidade na formacao de substancias organolépticas

As cervejarias podem controlar a producdo das substancias
organolépticas de formas variadas. De modo geral, o balanco entre sabor e
aroma é conferido pela composicdo do mosto atrelado a linhagem de levedura
utilizada (HE et al.,, 2014). Além disso, 0 ajuste de temperatura durante o

processo fermentativo, geometria e design do fermentador, pH e clareza do
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mosto, capacidade de tamponamento do meio, gravidade do mosto e entre
outros fatores também afetam a formacdo dessas substancias (STEWART,
2017). A sintese de substancias organolépticas envolve a regulacdo de varios
genes na levedura e a conexdo entre diferentes vias metabdlicas. Nesse
sentido, muitos estudos genéticos e protedmicos estao trazendo informacdes
para agregar os estudos fisiolégicos. Contudo, muito ainda tem que ser

descoberto nesse campo (HE et al., 2014).

2.3  Reutilizagao de leveduras no processo fermentativo

Desde sempre as leveduras tém sido reutilizadas no processo
fermentativo da cerveja, mesmo antes de se ter o conhecimento de que elas
eram as responsaveis pela producdo da bebida. Atualmente, as leveduras
continuam a ser reutilizadas como uma forma de induzir variedades genéticas
de linhagens de leveduras cervejeiras e melhorar o seu desempenho durante o
processo de fabricacdo. Além disso, a reutlizacdo de leveduras esta
intimamente relacionada a diminuicdo do custo do processamento da cerveja
pela reutilizacdo da matéria-prima e diminuicdo de tempo de fermentacéo pela
reducédo da fase lag da biomassa aproveitada (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

O numero de reutilizacGes de leveduras esta relacionado a sanitizacéo
do processo, de modo a evitar contaminacdo. No entanto, observa-se que a
capacidade fermentativa das células pode diminuir a medida que as condi¢des
do processo induzem estresse celular. Além disso, cada linhagem de levedura
pode apresentar um comportamento intrinseco diferente, bem como de
viabilidade celular frente as condicbes adversas encontradas durante a
fabricacdo e estocagem (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Durante o processo de
fermentacdo industrial as células de leveduras enfrentam estresses oxidativo,
osmoético, etanodlico, baixas temperaturas, alta pressdo e limitagbes ou
excessos de nutrientes. Todos esses estresses que as células de leveduras se
deparam também podem influenciar no desempenho fermentativo (WALKER,
2003).
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2.4  Consideragoes

S&o vérios os trabalhos que vém abordando o metabolismo de linhagens
de leveduras quanto a producdo de substancias organolépticas para diferentes
fermentacdes industriais, sobretudo para bebidas alcodlicas que séo
fermentadas como a cerveja e o vinho ou fermento-destiladas como a
aguardente de cana (caninha) ou de melaco (cachaca) (ESPINOSA VIDAL et
al., 2013; ESPINOSA VIDAL et al., 2015; PARENTE et al., 2018,
HAZELWOOD, 2008 et al.; MENDES FERREIRA et al., 2004; HE et al., 2014).
Em concordancia com esses trabalhos, € importante conhecer as diferentes
caracteristicas e mecanismos envolvidos no perfil metabodlico e organoléptico
das diferentes linhagens de leveduras sobre a qualidade sensorial do produto
da fermentacéo.

No que se refere a cerveja, ha uma quantidade moderada de trabalhos
gue apontam a importancia da composi¢cao do mosto cervejeiro e condi¢cdes de
fermentacdo para a producdo de metabdlitos secundarios com caracteristicas
sensoriais desejaveis para a producao da bebida. Contudo, apesar da pratica
de reciclagem de leveduras para a producao de cervejas, ndo sdo encontrados
até o momento artigos de cunho cientifico que retratem as caracteristicas
metabolicas e organolépticas para a producédo de cerveja pelo aproveitamento
de biomassa, sobretudo para uma cerveja de trigo estilo Weizen. Por
conseguinte, ndo ha uma abordagem experimental sobre ajustes de processo
fermentativo pela indicacdo e gerenciamento de linhagens de leveduras que
visem manter a qualidade do produto e reducao de custo e tempo de producao

para uma cerveja de trigo estilo Weizen.

Diante deste cenario, uma microcervejaria do estado de Pernambuco
lancou a proposta de caracterizar a producédo do rétulo Weizen do seu catalogo
para compreender porque a qualidade da bebida diminui ao longo dos ciclos de
aproveitamento de biomassa e, assim, realizar ajustes do processo
fermentativo para reduzir o custo e tempo de producdo, com base nas
experimentacdes cientificas realizadas neste trabalho e mantendo a qualidade

sensorial da bebida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.10rigem e identificagao das leveduras

Foram utilizadas trés linhagens comerciais de leveduras Saccharomyces
cerevisiae: (a) S. cerevisiae var. diastaticus WB-06, que é comercializada
internacionalmente para cervejarias e indicada para fermentacao de cerveja de

trigo, denominada SAFALE™

WB-06 (Fermentis Lesaffre for Beverages) e
utilizada pela microcervejaria parceira deste trabalho (Anexo A); (b) S.
cerevisiae JP1 (SILVA FILHO et al.,, 2005; REIS et al., 2012), que é
comercializada para destilarias de bioetanol e cachaca no Brasil e denominada
Fermol Distiller® (AEB Biochemistry Latin America); e (c) S. cerevisiae
YLB4000, que é comercializada nacionalmente para cervejarias e indicada para
fermentacdo de cerveja de trigo, denominada YeastLab YLB4000 — German

Weizen 01 (YeastLab Biotecnologia) (Anexo B) (Figura 6).

Figura 6 - Microscopia 6ptica (1000x) das linhagens comerciais de Saccharomyces cerevisiae
utilizadas para a fermentacéo de cerveja de trigo estilo Weizen neste trabalho. (a) WB-06; (b)
JP1 e (c) YLB4000 em meio YPD por 24 horas a 30 °C e 140 rpm.

Fonte: O Autor.
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3.2CondigOes de cultivo e ensaios de fermentagao

3.2.1 Condic¢des de cultivo e ensaios de fermentacao na microcervejaria

As células liofilizadas da levedura WB-06 foram hidratadas em um
volume de agua mineral equivalente a 10 (dez) vezes seu proprio peso e
temperatura de 25 °C + 3 °C. Em seguida, as células permaneceram 20
minutos em repouso e foram depositadas no fermentador para seguir ao
tanque de fermentacdo, onde entrou em contato com 0 mosto cervejeiro

(Figura 7).

Figura 7 - Tanque de fermentagdo industrial em acgo inoxidavel da microcervejaria parceira
deste trabalho.

Fonte: O autor.

concentracdo inicial de massa seca adicionada foi de 0,75 g.L™ . Esse
processo se repetiu 3 (trés) vezes pela reutilizacdo da mesma biomassa, com
intervalos que variaram de acordo com a demanda da microcervejaria (1° ciclo
— 30.11.2017; 2° ciclo — 09-01.2018; 3° ciclo — 31-01.2018). Cada ciclo teve

como duracéo de 5 (cinco) a 7 (sete) dias de fermentac&o. No primeiro ciclo de
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fermentacdo o mosto foi fermentado a 18 °C, enquanto que no segundo e
terceiro ciclos as temperaturas foram de 20 °C e 22°C, respectivamente.
Durante o periodo entre ciclos de fermentacdo a biomassa ativa permaneceu
estocada juntamente com o “Trub” (sedimento que decanta no fermentador
durante o processo fermentativo e que consiste de material insoltvel do lGpulo
e leveduras inativas) a 4 °C. Para cada novo ciclo de fermentagdo toda a

biomassa estocada foi adicionada ao tanque de fermentacao.

3.2.2 Condic¢8es de cultivo e ensaios de fermentagdo em laboratorio

As células liofilizadas da levedura WB-06 foram hidratadas em um
volume de agua destilada e esterilizada equivalente a 10 (dez) vezes seu
préprio peso e a uma temperatura de 25 °C + 3 °C em tubo Falcon de 15 mL
por 20 (vinte) minutos e em repouso no laboratorio. A concentragao inicial de
massa seca adicionada na microcervejaria é de 0,75 g.L™ . Nesse sentido, a
massa seca equivalente para o volume final de 200 mL é de 0,15 g. Apos
hidratac&o, testes em triplicata mostraram a obtencéo média de 0,4690 g.L™* de
massa Umida a partir desta massa seca e sob as condi¢cdes de hidratacao

descritas acima (Tabela 3).

Tabela 3 - Média da massa Umida da levedura WB-06 para a fermentacdo de cerveja de trigo.

Massa Massa Massa Massa Média Desvio Coeficiente
sec? umidalll umidallZ umidall3 (g.L™h Padréao de variacéo
(9.L7) (9.L7) (9.L7) (9.L7) (DP) % (CV)
0,15 0,4898 0,4460 0,4712 0,4690 0,0220 4,69

Fonte: O autor

Apés esse procedimento, provetas de vidro com capacidade de 250 mL
foram adaptadas para mimetizar tanques industriais de fermentacao de cerveja
(Figura 8) e foram completadas para o volume final de trabalho de 200 mL de
mosto industrial de cerveja de trigo estilo Weizen da cervejaria parceira, para
os testes realizados em laboratorio. Os ensaios de fermentacdo para as
demais linhagens foram realizados a partir do modelo obtido por WB-06 e em
concordancia com as recomendagBes dos fabricantes. Os ensaios de

fermentacdo das trés linhagens comerciais foram realizados, em triplicata
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biolégica, para seis ciclos de reutilizagdo da biomassa, sendo de até 7 (sete)
dias cada ciclo de fermentacdo e com periodos de estocagem em agua
destilada esterilizada a 4 °C, com tempo minimo de estocagem de 48 horas. As
células de levedura foram crescidas em meio de cultura YPD (1% de extrato de
levedura, 2% de glicose, 2% de peptona bacterioldgica) por 24h, centrifugadas
até a obtencao de 0,4690g de massa Umida (5 min, 5000 rpm, 25 °C + 3 °C),
inoculadas no mosto de cerveja a 4 °C e 0os 6 (seis) ciclos de fermentacao
foram realizados nas temperaturas de 18 °C (1° ciclo), 20 °C (2° ciclo) e 22 °C
para os demais ciclos subsequentes, em concordancia com praticas da
microcervejaria parceira do projeto e sob o respaldo de dados da literatura que
relacionam aumento de temperatura com maior formagdo de substancias
organolépticas. Para cada novo ciclo de fermentagdo toda a biomassa
estocada foi adicionada a proveta de fermentacdo em concordancia com as
praticas realizadas na microcervejaria parceira do projeto. Amostras de 3 mL
dos substratos iniciais e de cada fermentado foram coletadas a cada 24 h,
centrifugadas (5 min, 5000 rpm, 25 °C + 3 °C) e armazenadas (-80 °C) até as

analises metabdlicas e organolépticas.

3.3Caracterizacdo do mosto e fermentados cervejeiros

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O mosto e fermentados cervejeiros foram caracterizados quanto a
guantificacdo de acucares (glicose, frutose e maltose), glicerol, acido acético e
etanol, utilizando-se do sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com deteccéao por indice de refracdo (IR) do Laboratério de Processos
e Produtos Biotecnolégicos (ICB — UPE). As andlises foram realizadas em
triplicatas técnicas para as fermentacfes na microcervejaria e em triplicatas
biol6gicas para os ensaios realizados em laboratorio. O sistema da CLAE
estava equipado com uma bomba acoplada a um degaseificador e um forno
para controle da temperatura da coluna a 35 °C (Agilent Technologies 1200
Series) (Figura 9). Foi utilizada uma coluna de troca i6nica HPX-87H+
(Aminex® HPX-87H+, Bio-Rad, USA). Uma solucdo de H;SO, a 5 mM foi



44

utilizada como fase mével, com um fluxo de 0,5 mL.min™ e o volume de injecdo
de 20 puL de amostras que foram diluidas 10 (dez) (1:10) vezes em &gua
ultrapura e filtrada em filtros com porosidade de 0,22 um foi de 20uL. Além da
caracterizacdo do mosto e fermentados cervejeiros deste estudo, foram
realizadas andlises em cervejas engarrafadas e disponiveis para o0s
consumidores, também se utilizando do sistema da CLAE (ESPINOSA VIDAL
et al., 2014).

Figura 8 - Proveta de vidro de 250 mL adaptada para mimetizar tanques de fermentagéo
industrial de cerveja.

Fonte: O autor.

3.3.2 Cromatografia Gasosa (CG)

O mosto e fermentados cervejeiros foram caracterizados quanto a
guantificacdo de alcoois superiores e ésteres (Tabela 4 e anexo C) utilizando-
se o sistema de Cromatografia Gasosa (CG) com Detector por lonizacdo de
Chamas (DIC) (Agilent Technology 7890) do Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE) (Figura 10). O sistema da CG-DIC estava
equipado com uma coluna HP-5 (30 m de comprimento x 320 um de diametro
x 0,25 um) e as seguintes condi¢des: vazdo He de 1,5 mL.min., temperatura
inicial do forno de 40 °C por 5 minutos com uma rampa de 10 °C por minuto até
alcancar 100 °C e, em seguida, uma segunda rampa de 34,5 °C por minuto até
alcancar 250 °C que foram mantidos por 1 minuto. Além disso, as temperaturas
do injetor e do detector foram ajustadas para 250 °C, a razao de divisdo da
amostra foi de 10:1 e o volume injetado foi de 1 pL (ESPINOSA VIDAL et al.,

2014). O mosto e fermentados cervejeiros foram caracterizados quanto a
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guantificacdo das substancias organolépticas em triplicatas técnicas para as
fermentacdes na microcervejaria e em triplicata bioldégica para os ensaios

realizados em laboratério.

Tabela 4 - Substancias organolépticas analisadas no mosto e fermentados cervejeiros.

Substéncias organolépticas

Alcoois superiores Esteres Aldeidos
Alcool butilico — 1B Acetato de etila — AE Acetaldeido
Alcool isoamilico — 3MB Acetato de isoamila — 3MBA
Alcool feniletilico — 2FE Acetato de feniletila — 2FEA
Alcool amilico ativo — Acetato de 2-metilbutila —
2MB 2MBA

Alcool isobutilico — 2MP

Fonte: O autor.

Para a quantificacdo dessas substancias organolépticas foi necessaria a
preparacdo das amostras para seguir ao cromatografo gasoso. Para a
determinacdo desses compostos foi realizada uma extracao liquido/liquido a -
20 °C com éter dietilico (50 %) usando o octanol (1 pg.mL™) como padrdo
interno. A fase organica do mosto e fermentados cervejeiro foi extraida por
agitacdo mecanica em agitador do tipo Vortex durante 1 minuto e centrifugado
a 14000 rpm por 5 minutos para a separacdo das fases. ApoOs isso, apenas 0
sobrenadante contendo o0s compostos extraidos foram injetados no

cromatografo.



46

Figura 9 - Sistema para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da Agilent
Technologies 1200 Series do Laboratério de Processos e Produtos Biotecnoldgicas (ICB —
UPE).

Fonte: O autor.

Figura 10 - Sistema para Cromatografia Gasosa (CG) da Agilent Technology 7890 do Centro
de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

Fonte: Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
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3.4Ajustes do processo fermentativo da cerveja de trigo

Os ajustes do perfil metabdlico e organoléptico da cerveja de trigo estilo
Weizen ocorreram durante o processo fermentativo da linhagem de levedura
indicada por apresentar os melhores resultados frente aos ensaios de
caracterizacdo realizados em microcervejaria e no laboratério. O ensaio de
fermentacdo para ajustes industriais esta baseado em informacdes contidas na
literatura ou nos resultados obtidos na etapa de caracterizacdo e que néo
acarretara custos adicionais, que estdo fora da realidade de muitas
microcervejarias (Tabela 5).

Tabela 5 - Variaveis estudadas nos ensaios de fermentacéo para a etapa de ajustes dos niveis

de alcoois superiores e ésteres durante o processamento da cerveja e 0os possiveis resultados.

Variaveis adicionadas Resultados teoricos

Mesma temperatura de fermentacdo desde Alcoois e ésteres aumentados.

0 primeiro ciclo de fermentacdo (18 °C); Padronizacdo do perfil metabdlico das

leveduras durante 0s ciclos de
aproveitamento de biomassa.

Utilizacdo da mesma massa inicial de Padronizacdo do perfii metabolico das
células umidas de levedura (in6culo) para leveduras durante 0s ciclos de
todos os ciclos de fermentagéo; aproveitamento de biomassa.

Reducdo do tempo de exposicdo das Maior viabilidade celular para realizar os
células de leveduras as condigcdes processos metabolicos.
adversas do fermentado cervejeiro.

Fonte: STEWART, 2017 (Modificado).

3.4.1 Condicdes de cultivo e ensaios de fermentacao para ajustes

industriais

As células da linhagem de levedura com os melhores resultados frente
aos ensaios de caracterizacdo realizados em microcervejaria e laboratério
foram crescidas em meio YPD e inoculadas ao mosto cervejeiro para ensaios

em triplicatas bioldgicas (0,4690 g.L™! de massa timida).

Apés esse procedimento, provetas adaptadas para mimetizar tanques

industriais de fermentacédo de cerveja serdo completadas para o volume final
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de trabalho de 200 mL de mosto industrial de cerveja de trigo estilo Weizen da
cervejaria parceira deste trabalho. Os ensaios aconteceram para seis ciclos de
reutilizacdo da biomassa, sendo de 3 (trés) dias cada ciclo de fermentacao e
com periodos de estocagem em 4gua destilada esterilizada a 4 °C. Ao final de
cada processo fermentativo as células serdo centrifugadas (5 min, 5000 rpm,
25 °C + 3 °C) e 0,4690 g.L™ de massa Umida sera separada do restante da
biomassa. Em seguida, as células de levedura serdo estocadas em agua
destilada esterilizada a 4 °C. Todos os 6 (seis) ciclos de fermentacdo seréo
realizados na temperatura de 20 °C. Amostras de 3 mL dos substratos iniciais e
de cada fermentado serdo coletadas a cada 24 h, centrifugadas (5 min, 5000

rpm, 25 °C + 3 °C) e armazenadas (-80 °C) até as analises metabdlicas.

3.5Parametros fermentativos

A partir dos resultados obtidos nos métodos analiticos (concentracéo de
maltose, frutose, glicose, carboidratos totais, glicerol e etanol) no mosto e
fermentados cervejeiros, foram calculados o0s seguintes parametros de

fermentacéo:

e AcuUcar consumido (S)
S= —(Sf - Si)
Onde:
S = carboidrato consumido (g.L™ ou mg.L™)
Sf = Concentracao final do carboidrato (g.L™ ou mg.L™)

Si = Concentrac&o inicial do carboidrato (g.L™ ou mg.L™)

e Metabdlito produzido (P)
P = Pf — Pi

Onde:

P = metabdlito produzido (g.L™* ou mg.L™)

Pf = concentrac&o final do metabdlito (g.L™* ou mg.L™)
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Pi = concentracao inicial do metabdlito (g.L* ou mg.L™) =0

e Rendimento (Ypys)
=t
Onde:
Ypis = fator de conversao do substrato em metabdlito (g/g)
P = metabdlito produzido (g.L™)

S = carboidrato consumido (g.L™)
3.6 Ampliacéo para escala industrial

Os dados obtidos pelo trabalho foram repassados para a microcervejaria
parceira do projeto para que as informacdes geradas sejam testadas e,
possivelmente, incorporadas ao processamento da cerveja em escala de

producéo industrial.
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4 RESULTADOS

4.1Perfil metabdlico e organoléptico da linhagem WB-06 na microcervejaria

4.1.1 Perfil metabdlico da linhagem WB-06 na microcervejaria

Os resultados abaixo (Tabela 6) mostram a concentracdo de etanol e
glicerol a partir dos mostos cervejeiros (12 °P) fermentados na microcervejaria
durante os ciclos de aproveitamento de biomassa.

Tabela 6 - Concentracdo de matose, frutose, glicose, etanol e glicerol durante a fermentacdo
na microcervejaria pela linhagem WB-06. Em vermelho estdo destacados os valores obtidos no
terceiro dia.

Dia Maltose Frutose Glicose Carboidratos totais Glicerol Etanol
(gL (9L (gL (gL (gL (g.Lh
1° ciclo
0 86,00+£0,00 3,00+x0,00 0,50=+0,00 89,50 0,00 +0,00 00,00 0,00
1 5333+£201 1,79+0,06 0,28+0,02 55,40 1,67 +0,08 23,70+1,43
2 12,95+0,63 0,00+0,00 0,00=+0,00 12,95 2,60+0,13 38,42+1,25
3 02,76+0,16 0,00+0,00 0,00=+0,00 02,76 291+£0,22 42,39+1,46
5 01,21+0,06 0,00+0,00 0,00=+0,00 01,21 2,78+0,09 42,20+0,79
6 01,14+0,06 0,00+0,00 0,00=+0,00 01,14 2,84+0,04 45,33+0,94
2° ciclo
0 5100+£0,00 1,25+0,00 1,50=+0,00 53,75 0,00 +0,00 00,00 0,00
1 2995+146 0,67+0,06 0,89+0,11 31,51 1,33+0,10 19,80%1,73
2 0961+012 0,00+0,00 0,00=+0,00 09,61 2,03+0,26 32,26+1,04
3 01,84+0,09 0,00+0,00 0,00=0,00 01,84 2,29+0,15 38,92+1,36
4 01,04+0,05 0,00+0,00 0,00=+0,00 01,04 2,39+0,03 40,61+0,90
5 00,93+0,02 0,00+0,00 0,00=+0,00 00,93 2,45+0,04 44,35+1,34
3¢ ciclo
0 39,00+£0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00 39,00 0,00 +0,00 00,00+ 0,00
1 19,07+121 0,00+0,00 0,00=+0,00 19,07 1,13+0,06 18,67 +2,23
2 04,77+016 0,00+£0,00 0,00=+0,00 04,77 1,94 +0,08 32,03%+1,70
3 01,40+0,16 0,00+0,00 0,00=+0,00 01,40 2,43+0,02 42,22+2,19
4 0091+0,06 0,00+0,00 0,00=+0,00 00,91 2,44+0,13 42,34+2,40
6 0091+0,08 0,00+£0,00 0,00+0,00 00,91 2,37+0,11 41,71 +1,96
7 0087+0,06 0,00+£0,00 0,00+0,00 00,87 2,32+0,16 40,33+2,40

Fonte: O autor.
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A partir das fermentacbes realizadas na microcervejaria foram
determinados os principais parametros fermentativos relacionados com o
consumo das fontes de carbono e a producéo dos principais produtos de
fermentacdo. Pode-se notar que a concentracédo de etanol e glicerol a partir do
terceiro dia (em vermelho na tabela) e entre os reciclos obtiveram variagdes
pouco significativas de aproximadamente 40-45 g.L™ (5,07-5,70% v/v) e 2,5-3,0
g.L™, respectivamente. Além disso, é possivel observar as concentracdes dos
principais carboidratos fermentesciveis quantificados nesta cerveja, bem como
determinar a ordem de maior para menor concentracdo. Nesse sentido, 0
dissacarideo maltose apresentou a maior concentragcdo nos mostos cervejeiros
(86,00 g.L™, 51,00 g.L™" e 39,00 g.L™), seguido dos monossacarideos frutose e
glicose. Os carboidratos totais encontram-se praticamente exauridos também a
partir do terceiro dia de fermentacéo. Os graficos das cinéticas de consumo de
carboidratos e producédo destes metabdlitos (etanol e glicerol), mostrando o
perfil metabdlico da linhagem WB-06 na microcervejaria, podem ser

consultados ao final deste trabalho (Apéndice A).

4.1.2 Perfil organoléptico da linhagem WB-06 na microcervejaria

Assim como o etanol e o glicerol, os compostos aqui classificados como
organolépticos, uma vez que sao produzidos e excretados pelas células para o
mosto cervejeiro, por ndo serem mais utilizados como fontes de carbono,
podem ser quantificados. A tabela abaixo (Tabela 7) mostra a concentracéo

desses compostos a partir das mesmas fermentacdes do tépico 5.1.

E possivel observar que a cada ciclo de aproveitamento de biomassa a
concentracdo final para cada composto permaneceu inalterada ou nao variou
significativamente. Ao final do primeiro ciclo as concentracdes obtidas para os
alcoois superiores ramificados (2MP 42 mg.L™; 3MB 191 mg.L™; 2MB 88 mg.L"
!y foram maiores que as do segundo ciclo (2MP 35 mg.LY; 3MB 127 mg.L™;
2MB 68 mg.L™), que também superaram as do terceiro ciclo (2MP 21 mg.L™?;
3MB 98 mg.L?; 2MB 62 mg.L™). Outros compostos analisados foram o &lcool
feniletilico (2FE) e o seu éster correspondente, o acetato de feniletila (2FEA).
Ao final do primeiro ciclo as concentracdes obtidas (2FE 175 mg.L™; 2FEA 71
mg.L ™) foram maiores que as do segundo ciclo (2FE 70 mg.L™; 2FEA 86 mg.L’
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1), que se mostraram semelhantes as do terceiro ciclo (2FE 72 mg.L™; 2FEA 72
mg.L™") no que se refere ao alcool. Entretanto, para o acetato de fenilitina
houve uma flutuacdo de concentracdo entre os ciclos. Apesar do decréscimo
exacerbado na concentracéo do &lcool feniletilico entre o primeiro e segundo
ciclo, os niveis do acetato de feniletila permaneceram estaveis. Sendo assim, €
importante ressaltar que os ésteres possuem maior influéncia quanto ao aroma
nas bebidas alcodlicas quando comparados aos alcoois superiores e acidos

organicos separadamente.

O acetato de etila (AE) € o éster mais comumente produzido pela
levedura. As concentracdes deste éster durante os ciclos de aproveitamento de
biomassa foram de 69 mg.L™, 61 mg.L™" e 43 mg.L™ para o final do primeiro,

segundo e terceiro ciclos, respectivamente.

Para as demais substancias mencionadas em Material e Métodos e que
foram levadas em consideracao para a identificacdo e quantificagdo no mosto e
fermentados cervejeiros e ndo apareceram neste topico, significa que néo
foram detectadas na solucdo. Os gréaficos das cinéticas de producdo dos
metabolitos organolépticos aqui demonstrados, mostrando o perfil
organoléptico da linhagem WB-06 na microcervejaria, podem ser consultados

ao final deste trabalho (Apéndice B).



Tabela 7 - Concentracdo dos compostos organolépticos durante a fermentacao na microcervejaria pela linhagem WB-06.

Dia Carboidratos totais AE 2MP 3MB 2MB 2FE 2FEA
(9L (mg.L™?) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
1° ciclo
0 89,50 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 55,40 8,00+1,41 24,00 + 0,00 28,00 + 2,83 0,00 + 0,00 104,00 +2,83 80,50+0,71
2 12,95 63,00 + 19,00 64,00+4,24 102,67+6,51 60,50+0,71 153,00+1,41 80,00+ 0,00
3 2,76 68,50 + 24,75 39,00+0,00 103,00+17,06 61,50+6,36 125,00+ 16,97 72,00+ 0,00
5 1,21 40,50+9,19 3350+3,54 14533+10,69 7350+2,12 144,50+10,61 64,00+ 1,41
6 1,14 69,33+451 4150+0,71 191,00+ 14,14 8750+354 17450+7,78 70,50+ 2,12
2° ciclo
0 53,75 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 31,51 31,00+ 0,00 19,50+7,78 37,00+4,24 4350+0,71 109,00+2,83 65,503,554
2 9,61 31,00+2,83 19,50+13,44 84,50+9,19 49,00+0,00 069,00 +26,87 93,00+ 2,83
3 1,84 37,00+2,08 22,00£9,90 10550+6,36 51,50+9,19 119,00+ 11,31 74,50+ 10,61
4 1,04 51,00+7,78 36,00+x1,41 117,00%+7,07 53,00+12,73 114,50+21,92 76,00 + 0,00
5 0,93 61,00+£9,90 35,00+4,24 126,50+ 14,85 68,00+ 0,00 069,50 +26,16 85,50 30,41
3° ciclo
0 39,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 19,07 14,00 + 4,00 14,33 + 3,06 28,67 +9,07 43,00+2,83 108,00+9,90 70,50+0,71
2 4,77 31,00 £ 3,00 22,33 + 3,06 83,33+4,04 51,50+0,71 118,00+1,41 69,50+ 3,54
3 1,40 44,67 +4,16 23,67 + 3,51 93,67 + 4,73 56,00+1,41 130,50+9,19 89,50+ 10,61
4 0,91 4750+0,71 31,00+13,08 93,67+4,73 5850+0,71 120,00+1,14 70,50+ 3,54
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00,91
00,87

49,50 + 2,12
43,00 + 0,00

19,00 + 6,56
20,67 £ 3,21

102,50 + 7,78
97,67 £ 9,61

62,50 + 2,12
61,50 + 3,54

128,50 + 2,12
071,50+ 2,12

74,50 £ 9,19
71,50 £ 2,12

Fonte: O autor.
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4.2 Perfil metabdlico e organoléptico das linhagens estudadas em laboratério

4.2.1 Perfil metabélico das linhagens estudadas em laboratério

Foram realizados 6 (seis) ensaios de fermentacdo com triplicata
biolégica para cada linhagem de levedura, totalizando 18 ensaios de
fermentacdo ou 54 quando séo consideradas as réplicas realizadas. Para cada
um destes ensaios a duracao foi de 7 (sete) dias. A tabela abaixo (Tabela 8)
mostra o consumo das fontes de carbono e a producdo de etanol e glicerol
para as linhagens de levedura WB-06, JP1 e YLB400O durante os ciclos de

aproveitamento de biomassa.

Assim como foi observado para as concentracfes de etanol e glicerol
durante as fermentacdes na microcervejaria, pode-se notar variacdes discretas
na concentracao de etanol e glicerol a partir do terceiro dia (em vermelho na
tabela) e entre os ciclos de aproveitamento de biomassa. Os valores variaram
para etanol e glicerol de, aproximadamente, 54 a 60 g.L™ (6,97-7,61% v/v) e
2,4 a 2,7 g.L, respectivamente, para WB-06. Para a linhagem JP1 esses
valores foram de aproximadamente 27 a 32 g.L™* (3,42-4,06% v/v) e 1,8-2,7 g.L’
! respectivamente. Por fim, para a linhagem YLB4000 os valores obtidos foram
de aproximadamente 48-50 g.Lt (6,09-6,34% viv) e 22-24 gl

respectivamente.

Os ensaios de fermentacdo com as leveduras WB-06 e YLB4000 foram
realizados a partir de um mesmo mosto cervejeiro com concentracdo de
carboidratos totais fermentesciveis e quantificados de 78,11 g.L™. Ja para o
mosto de cerveja utilizado no ensaio da linhagem JP1 o valor correspondente
foi de 40,554 g.L*. A provavel menor disponibilidade de carboidratos
fermentesciveis disponibilizados para a linhagem JP1 pode estar relacionada
com as menores concentracdes de etanol e glicerol produzidos por essa
levedura. Entretanto, o rendimento desses metabdlitos (etanol e glicerol) sera
mostrado adiante para cada linhagem de levedura nos ensaios na
microcervejaria e de laboratério. Aqui também serd destacado que ao final de
todas as fermentagfes todos os agUcares totais quantificados foram exauridos
j& no terceiro dia de fermentacdo, com excec¢do do primeiro ciclo da linhagem

WB-06. Os gréficos das cinéticas de consumo de carboidratos e producéo
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destes metabdlitos (etanol e glicerol), mostrando o perfil metabdlico dessas
linhagens no laboratério, podem ser consultados ao final deste trabalho
(Apéndice C).

4.2.2 Perfil organoléptico das linhagens estudadas em laboratorio

A tabela abaixo (Tabela 9) referente as substancias organolépticas
produzidas pelas linhagens de levedura em laboratério mostra a comparacao
de producdo desses metabdlitos no terceiro dia de fermentacdo para cada
linhagem durante os reciclos de biomassa. Além dessas substancias, a tabela

também evidencia o etanol e o glicerol.

Assim como nas fermentacOes realizadas em ambiente industrial, no
laboratério foi observada concentracdes que ndo variaram ou que tiveram
variacbes pouco significativas a partir do terceiro dia de fermentagdo. Os
detalhes dos perfis organolépticos das linhagens WB-06 nos ensaios de
laboratério, JP1 e YLB4000 podem ser consultados, respectivamente, nos

apéndices deste trabalho (Apéndices D, E e F).

Nas fermentacfes realizadas em ambiente industrial foi observada a
producdo de acetato de feniletila (2FEA) durante os ciclos de aproveitamento
de biomassa (72,00 g.L?, 74,50 g.L* e 89,50 g.L). No entanto, ndo foi
observada a producdo desse metabdlito para o0s ensaios realizados em
laboratério, inclusive para a mesma linhagem de levedura. A excecdao foi para o
primeiro ciclo da linhagem de JP1, que produziu 73,50 g.L™ no terceiro dia de
fermentacdo. Além disso, é importante ressaltar que para todas as linhagens
houve a producdo do alcool antecessor deste éster. Porém, as maiores
concentragfes do alcool feniletilico também foram observadas em ambiente
industrial (125,00 g.L™, 119,00 g.L™! e 130,50 g.L™).

No que se refere aos alcoois de cadeias ramificadas: alcool isobutilico
(2MP), &lcool isoamilico (3MB) e alcool amilico ativo (2MB) foram observadas
as maiores instabilidades de concentracdo entre os reciclos. De modo geral, o
alcool isoamilico foi o analito que apresentou maiores concentracdes dentro
dos compostos organolépticos quantificados. Essa é uma analise importante

visto que esse alcool é precursor do acetato de isoamila, que é um éster de
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aroma importante para a cerveja de trigo estilo Weizen, por atribuir aroma de
banana caracteristico da bebida. A linhagem de levedura WB-06 foi a que
apresentou maiores concentracbes para esse alcool, tanto em ambiente
industrial quanto nos ensaios realizados em laboratorio. Além disso, ndo foi
observada a producédo de &lcool amilico ativo (2MB) pela linhagem YLB4000
durante os ciclos de fermentacdo, assim como a linhagem JP1 apresentou
baixas concentracbes desse éalcool quando comparada as demais linhagens
analisadas.

Para o acetato de etila (AE) as concentracbes ao terceiro dia de
fermentacdo e entre os reciclos dos ensaios realizados em laboratério nédo
pareceram diminuir de forma continua como ocorreram nas fermentagdes
industriais. As linhagens WB-06 e YLB4000 apresentaram um perfil de

comportamento mais semelhante que a linhagem JP1.

4.3 Ajustes do perfil metabdlico e organoléptico da linhagem WB-06

A linhagem de levedura escolhida para os ensaios de ajustes
metabolicos e organolépticos foi a WB-06, por ser, principalmente, a linhagem
gue apresentou maiores concentracdes de alcool isoamilico, importante por
atribuir aroma de banana caracteristico da bebida em estudo, por ser a Unica
linhagem em que foi observada a producdo de acetato de feniletila, que
contribui para uma bebida com caracteristicas florais e pela maior facilidade de

manuseio na microcervejaria, por ser comercializada liofilizada.



Tabela 8 - Concentracao de carboidratos totais, etanol e glicerol durante as fermentacdes das linhagens WB-06, JP1 e YLB4000 em laboratorio.

Dia Carboidratos Glicerol Etanol Carboidratos Glicerol Etanol Carboidratos Glicerol Etanol
totais (g.L™h (g.L™h totais (g.L™h (g.L™h totais (g.L™ (g.L™
(g.L™h (@.L™h (@.L™h
WB-06 JP1 YLB4000
1° ciclo
0 78,11 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 40,65 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 78,11 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
1 76,53 1,09+0,35 16,78+ 1,16 29,11 1,21+0,24 16,94 +1,54 31,22 1,59+0,07 2851+1,17
2 40,77 2,31+0,09 35,95+4,20 0,00 1,86 £0,22 28,82+1,33 0,00 2,34+0,08 47,73 +0,56
3 14,05 2,44 + 0,06 43,06 +4,09 0,00 1,82+0,11 27,52+1,44 0,00 2,23+0,02 48,94 +0,14
4 - - - - - - 0,00 2,37 +0,02 46,11 +2,32
5 0,00 2,67+0,25 53,80+2,14 0,00 1,87 +0,12 27,61+1,36 - - -
6 0,00 2,62+0,18 55,24+1,31 0,00 1,84 +0,19 26,83+0,76 0,00 2,43+0,04 48,88+ 1,08
7 0,00 251+0,17 54,88+1,30 0,00 1,82+0,20 27,77 +£0,88 0,00 2,42 +0,05 47,99 + 0,68
2° ciclo
0 78,11 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 40,65 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 78,11 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
1 - - - 2,05 1,69+0,08 25,16 +3,54 00,00 2,30+0,03 50,01+0,19
2 7,52 2,43 +0,07 50,58 + 3,48 0,00 1,71+£0,21 26,41 + 3,58 - - -
3 0,00 2,52 +0,04 54,08 +2,57 0,00 1,81 +0,24 31,56 +0,63 0,00 2,27 £ 0,04 51,29 +0,06
4 0,00 2,42 +0,14 54,98 +2,30 - - - 0,00 2,47 £ 0,21 49,28 + 4,88
5 0,00 2,53+0,12 55,79+1,69 0,00 1,82 +0,11 22,66 + 3,69 0,00 2,38+0,11 31,10+ 4,03
6 0,00 2,47 + 0,15 55,57 + 3,09 0,00 1,92+0,30 16,64 +1,44 0,00 2,46+ 0,21 53,46 + 0,97
7 0,00 2,49+0,11 57,60+2,48 0,00 1,65+0,07 16,99+1,24 0,00 2,28+0,17 51,91+0,84
3°ciclo
0 78,11 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 40,65 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 78,11 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
1 13,76 2,11 +0,09 40,43 +2,09 0,00 1,89+0,06 26,83+1,18 0,00 2,40 +0,40 4,07+4,13
2 0,00 2,42 +0,06 52,94+3,71 0,00 1,83+0,08 30,52 + 3,13 0,00 2,64+0,00 41,81+3,01
3 0,00 2,41 +£0,05 54,62+ 1,10 0,00 1,94 +0,14 26,81 + 3,62 0,00 2,66 £0,07 51,02 +£0,92
4 0,00 2,43+0,09 56,62+ 1,62 0,00 1,93+0,14 21,19+1,52 0,00 2,64+0,02 4556 +4,34
5 - - - 0,00 1,86 £+ 0,04 22,89 +2,23 0,00 2,40 £ 0,25 49,75+ 0,95
6 0,00 2,48 +0,04 57,60+ 2,54 - - - - - -
7 0,00 2,64+0,14 59,90+5,84 0,00 1,72+ 0,09 28,80 +4,52 0,00 2,20+ 0,01 49,67 +1,51
4° ciclo
0 78,11 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 40,65 0,00 +0,00 0,00+ 0,00 78,11 0,00 +0,00 0,00+ 0,00
1 25,70 2,46 +0,11 3854+291 0,00 1,80+ 0,19 22,26 +1,09 0,00 1,99+0,32 42,71 +7,56
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0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

~NO O~ WN

78,11
25,55
0,00
0,00
0,00
0,00

~NOoO O~ WNEFO

0,00

78,11
25,88

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

~No ok wNEFO

2,74 +0,19
2,61+0,10

2,60 + 0,04
2,59+0,10
2,56 + 0,43

0,00 + 0,00
2,20+0,11
2,28+0,29
2,54+0,13
2,51+0,13
2,49+0,10

2,46+ 0,18

0,00 + 0,00
1,96 + 0,08

2,49 £ 0,05
2,68 +0,17
2,48 + 0,08
2,52+ 0,07
2,42 + 0,08

57,25 + 5,68
55,55 + 2,89
56,78 +£ 0,26
57,98 + 2,61
60,70 = 4,90

0,00 + 0,00
43,13 + 1,48
52,78 + 0,77
54,93 + 4,36
53,88 + 0,42
54,17 + 1,17

54,44 + 2,99

0,00 + 0,00
38,77 + 3,03

54,17 £ 0,98
57,84 + 1,60
55,71 £ 0,82
54,10 £ 0,58
55,22 + 1,80

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00

40,65
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

40,65
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,85+0,23

1,75+0,12
1,81+0,14
1,75+ 0,09
2,03+ 0,04
5° ciclo

0,00 £ 0,00
2,12 +0,15
2,57 + 0,07
2,73+0,15
2,45 + 0,08
2,36 + 0,02

2,18 + 0,15
6° ciclo

0,00 £ 0,00
2,06 + 0,03
2,16 £ 0,15
2,21 + 0,09
2,02 +0,01
1,93+ 0,08
2,08 +0,25

22,96 + 3,03

15,28 + 1,76
18,85 + 0,80
24,36 + 3,72
18,92 + 0,87

0,00 + 0,00
23,27 + 1,58
31,63 + 1,27
28,49 + 2,91
25,26 + 0,09
24,59 + 3,70

28,00 + 2,06

0,00 + 0,00
20,99 + 1,44
23,35 + 2,45
27,27 + 0,15
23.78 + 1,07
22,78 + 0,23
26,00 + 3,29

2,51 +0,37

2,48 + 0,37
2,34 + 0,02
2,27 + 0,06
2,31 + 0,04

0,00 + 0,00
2,04 +£0,03
2,04 +£0,08
2,34+0,23

2,38+0,17
2,44 + 0,22
2,42 + 0,27

0,00 + 0,00

50,03 + 1,00

49,28 + 1,30
49,32 + 0,35
49,49 + 1,01
48,40 £ 1,21

0,00 + 0,00
48,17 + 0,78
48,68 + 0,85
49,28 + 0,05

50,22 £ 0,34
50,70 £ 0,80
50,67 + 2,80

0,00 + 0,00

(-) Amostra nao coletada

Fonte: O autor.
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Tabela 9 - Comparacéo de producgédo das substancias organolépticas no terceiro dia de fermentacéo para cada linhagem de levedura durante os reciclos de

biomassa.
Ciclos Carboidratos residuais Glicerol Etanol AE 2MP 3MB 2MB 2FE 2FEA
@Lh (@L? @L? (mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.L™) (mg.L?) (mg.L™)
WB-06 IND
1° 02,76 2,91+0,22 42,39+1,46 68,50+24,75 39,00+£0,00 103,00+17,06 61,50+6,36 125,00+16,97 72,00+ 0,00
2° 01,84 2,29+0,15 38,92+1,36 37,00+ 2,08 22,00 £ 9,90 105,50+6,36 51,50+9,19 119,00+11,31 74,50+10,61
3° 01,40 2,43+0,02 42,22+2,19 44,67 +4,16 23,67 £ 3,51 93,67 £4,73 56,00+1,41 130,50+9,19 89,50+ 10,61
W6-06 LAB
1° 14,05 2,44+0,06 43,06+4,09 51,15+2,37 80,92 + 6,56 98,66 + 13,79 1,03 £ 0,00 36,51 +£8,13 0,00 £ 0,00
2° 0,00 2,52+0,04 54,08+257 58,19+445 102,31+8,34 140,94+25,24 4,05%+1,19 40,75+ 2,04 0,00 £ 0,00
3° 0,00 2,41+0,05 54,62+1,10 39,93+0,54 42,64 +3,46 114,04+10,99 6,67 +0,57 41,61 +2,19 0,00 £ 0,00
4° 0,00 2,61+0,10 5555+289 42,92+0,48 45,37 + 1,89 108,12 + 6,91 5,41 +1,46 38,72 + 3,92 0,00 £ 0,00
5° 0,00 2,54+0,13 5493+4,36 46,09+4,13 41,86 + 0,60 92,69 +5,81 2,13+0,72 33,60 + 3,70 0,00 £ 0,00
6° 0,00 2,49+0,05 54,17+0,98 47,02+5,85 49,99+407 121,90+10,46 8,64+ 1,53 46,90 +£ 2,76 0,00 £ 0,00
JP1
1° 0,00 1,82+0,11 27,52+1,44 08,50+20,12 04,332,552 63,67 £4,51 48,50+ 0,71 11450+2,12 73,50 +0,71
2° 0,00 1,81+0,24 31,56+0,63 06,19+0,78 03,21 +£ 0,64 55,80+ 0,81 0,00 + 0,00 21,09 + 0,63 0,00 £ 0,00
3° 0,00 1,94+0,14 26,81+3,62 12,53+2,05 07,54 +£ 3,40 72,92 +1,40 0,00 + 0,00 35,57 £ 0,02 0,00 £ 0,00
4° 0,00 1,75+0,12 15,28+1,76 12,89+1,22 18,87 + 5,05 92,34 + 8,92 3,23 +0,00 49,15+11,21 0,00 £ 0,00
5° 0,00 2,73+0,15 28,49+291 30,32+20,73 50,42+22,69 123,38+ 0,00 8,48 + 0,00 60,53 + 0,00 0,00 £ 0,00
6° 0,00 2,21+0,09 27,27+0,15 - - - - - -
YLB4000

1° 0,00 2,23+0,02 48,94+0,14 42,43+3,90 47,03 +5,47 79,62 + 2,63 0,00 + 0,00 33,61+ 2,04 0,00 £ 0,00
2° 0,00 2,27+0,04 51,29+0,06 40,76 +0,99 32,17 +£1,37 76,15+5,71 0,00 + 0,00 29,90 + 1,55 0,00 + 0,00
3° 0,00 2,66+0,07 51,02+0,92 40,08+0,48 55,31 + 2,00 67,74 £10,73 0,00 + 0,00 38,96 + 0,00 0,00 £ 0,00
4° 0,00 2,48+0,37 49,28+1,30 45,50+ 8,53 51,68 + 0,00 69,25 + 0,00 0,00 + 0,00 48,03 +£ 0,00 0,00 £ 0,00
5° 0,00 2,34+0,23 49,28+0,05 42,16+ 1,99 39,77 £ 2,36 75,16 + 3,45 0,00 + 0,00 29,57 +1,85 0,00 £ 0,00
6° - - - 40,85 + 0,52 35,65 + 0,44 67,77 £1,35 0,00 + 0,00 23,44 + 0,53 0,00 £ 0,00

(-): Amostra nao coletada; (IND): industrial e (LAB): Laboratério.

Fonte: O autor.
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4.3.1 Ajustes do perfil metabdlico da linhagem WB-06

A tabela abaixo (Tabela 10) mostra as concentracbes de etanol e
glicerol para os ensaios de ajustes realizados para a linhagem de levedura WB-
06, que envolve mesma temperatura entre os ciclos (18 °C), mesma massa de
in6culo entre os ciclos e menor tempo de exposi¢cdo das células as condi¢des
de estresse na fermentacdo (reducéo para trés dias). E possivel observar que,
a partir dos ajustes realizados, maltose residual ainda € encontrada no terceiro
dia (em vermelho na tabela) de fermentacdo para todos os ciclos de
aproveitamento de biomassa. Sendo assim, parte da fonte de carbono ofertada
para a levedura ndo esta sendo utilizada para a producdo de metabdlitos
desejaveis para a bebida, como o etanol, glicerol e as substancias
organolépticas quantificadas neste estudo. Além disso, € possivel notar que a
concentracéo de etanol e glicerol variaram entre aproximadamente 29-39 g.L™
(3,68-4,95% v/v) e 1,27-1,90 g.L™, respectivamente. As concentracdes desses
compostos foram diminuindo a medida que os ciclos foram acontecendo, até
que estabilizaram em concentracdes de 29,59-32,76 g.L™ (3,75-4,16% v/v) e
1,27-1,37 g.L?, respectivamente. Os gréficos da cinética de producéo de etanol
e glicerol, bem como do consumo dos acgUcares, podem ser consultados mais

adiante (Apéndice G).

Tabela 10 - Concentracdo de etanol e glicerol durante os ensaios de ajustes das fermentacfes
da linhagem WB-06. Em vermelho estéo destacados os valores obtidos no terceiro dia.

Dia Maltose Frutose Glicose Carboidratos totais Glicerol Etanol
(@.LY (@.LY @LY @L? (@L? @L?
1° ciclo
0 5921+0,77 0,95+0,06 4,90+0,40 65,06 0,00+0,00 0,00=+0,00
1 8068+200 2,18+0,20 1,76+0,20 84,62 0,96+0,08 15,57 +1,53
2 42,82+0,63 0,00+0,00 0,00+0,00 42,82 2,58+0,29 30,46+0,18
3 21,41+239 0,00+0,00 0,00+0,00 21,41 1,90+0,09 39,27 +1,01
2° ciclo
0 5921+0,77 0,95+0,06 4,90+0,40 65,06 0,00+ 0,00 0,00+0,00
1 6043+194 1,46+0,11 0,48+0,05 62,37 1,09+0,03 16,77 +1,17
2 36,77+1,75 0,00+0,00 0,00+0,00 36,77 1,47 +0,04 28,94+1,44
3 19,71+1,81 0,00+0,00 0,00+0,00 19,71 1,49+0,04 35,70+2,39
3°ciclo
0 5921+0,77 0,95+0,06 4,90+0,40 65,06 0,00+0,00 0,00+0,00
1 6051+1,08 1,58+0,03 0,90+0,07 62,99 0,88+0,04 13,37+0,04
2 3991+105 0,00+0,00 0,00+0,00 39,91 1,06 +0,10 23,76 +0,14
3 28,17+1,31 0,00+0,00 0,00=+0,00 28,17 1,27 +0,12 31,09+1,49
4° ciclo
0 5921+0,77 0,95+0,06 4,90+0,40 65,06 0,00+ 0,00 0,00+0,00
1 54,18+065 1,37+0,01 0,77 +0,09 56,32 0,83+0,06 12,75+0,90
2 39,66+044 0,30+0,00 0,00+0,00 39,96 1,50+0,55 22,42 +0,28
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WNPFPO

WNEFO

27,14+ 1,47

59,21+ 0,77
51,57+ 2,16
36,86 + 3,11
23,41 +2,38

59,21+ 0,77
54,07 + 2,87
35,28 +1,81
25,69 + 2,62

0,00 + 0,00

0,95+ 0,06
1,16 + 0,07
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00

0,95+ 0,06
1,23+0,12
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00

0,00 + 0,00

4,90 + 0,40
0,50 + 0,03
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

4,90 £ 0,40
0,61+0,01
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00

27,14

5° ciclo

65,06
53,23
36,86
23,41

6° ciclo

65,06
55,91
35,28
25,69

1,30 +£0,08

0,00 + 0,00
0,84 + 0,08
1,23+ 0,07
1,30 £ 0,04

0,00 £ 0,00
0,89 +£0,04
1,09 + 0,06
1,37 £0,15

29,59 + 1,60

0,00 + 0,00
12,66 £ 0,17
23,36 £ 1,39
30,23+ 1,06

0,00 £ 0,00
12,65+1,16
22,72 +0,20
32,76 £ 2,55

Fonte: O autor

A tabela seguinte (Tabela 11) mostra os rendimentos de etanol e glicerol
no terceiro dia de fermentacdo e em cada ciclo de aproveitamento de biomassa
a partir dos mostos (12 °P) utilizados durante os experimentos para cada
linhagem de levedura. E possivel observar que, a partir desses mostos
utilizados, a linhagem de levedura que obteve maiores rendimentos para o
etanol e glicerol foi a WB-06 em ensaios realizados em laboratério. Para o
etanol os rendimentos encontrados foram 0,41, 0,45, 0,46, 0,46, 0,46, e 0,46
g.g durante os reciclos, ja para o glicerol os rendimentos foram 0,023, 0,021,
0,020, 0,022, 0,021 e 0,021 g/g. A linhagem YLB4000 obteve valores para o
rendimento de etanol e glicerol préximos ao da WB-06, ja a linhagem JP1
apresentou valores de rendimento para mosto com mesmo grau Plato, como
observado na tabela. Além disso, € perceptivel que os rendimentos de etanol
(0,40, 0,36, 0,34, 0,32, 0,31 e 0,35 g/g) e glicerol (0,019, 0,015, 0,014, 0,014,
0,013 e 0,015 g/g) foram menores nos ensaios de ajustes da fermentacéo para
a mesma linhagem de levedura. Assim como nao foi notado um decréscimo

nos rendimentos durante os reciclos para a mesma linhagem de levedura.

Tabela 11 - Rendimentos de etanol e glicerol no terceiro dia de fermentacéo para todos os
experimentos realizados.

Ciclos Carboidratos Y-Glicerol Y-Etanol
Residuais (g.L™) (9/9) (9/9)
Mosto 12 °P
WB-06 IND
1° 2,76 0,025 0,36
2° 1,84 0,019 0,33
3° 1,40 0,020 0,36
WB-06 LAB
1° 14,05 0,023 0,41
2° 0,00 0,021 0,45
3° 0,00 0,020 0,46




(-): Amostra ndo coletada; (IND): industrial e (LAB): Laboratério.

Fonte: O autor.

4°
50
60

1°
20
3°
4°
5°
6°

1°
20
3°
4°
5°
6°

1°
20
3°
4°
5°
6°

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

21,41
19,71
28,17
27,14
23,41
25,69

0,022
0,021
0,021
JP1
0,015
0,015
0,016
0,015
0,023
0,018
YLB4000
0,019
0,019
0,022
0,021
0,020
WB-06 Ajustes
0,019
0,015
0,014
0,014
0,013
0,015

0,46
0,46
0,46

0,23
0,26
0,22
0,19
0,24
0,23

0,41
0,43
0,43
0,42
0,41

0,40
0,36
0,34
0,32
0,31
0,35
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5 DISCUSSAO

As concentracdes dos principais acucares fermentesciveis obtidos neste
trabalho concordam com os dados disponiveis na literatura. A ordem de maior
para menor concentracdo destes acucares foi do dissacarideo maltose para os
monossacarideos frutose e glicose. A tabela abaixo (Tabela 12) mostra a
comparacao entre as concentracdes dos principais agucares quantificados no

mosto cervejeiro utilizado neste trabalho com dados disponiveis na literatura.

Tabela 12 - Comparacédo das concentracées dos principais aclcares encontrados em mosto
cerveiro.

Mosto Maltose Sacarose Maltotriose Glicose Frutose Carboidratos Referéncias
o ; R . ; ; totais
P @LH @@L L) @Lh)  (@L) B
(g-.L7)
12,00 86,00 - - 0,50 3,00 89,50 Este trabalho
12,00 51,00 - - 1,50 1,25 53,75 Este trabalho
12,00 39,00 - - 0,00 0,00 39,00 Este trabalho
12,00 31,54 - - 7,72 1,38 40,64 Este trabalho
12,00 59,21 - - 4,90 0,95 65,06 Este trabalho
12,00 68,14 - - 8,56 1,41 78,11 Este trabalho
14,00 67,10 - 16,90 12,50 4,40 100,90 Piddocke et
al.,2009
- 59,00 3,0 10,00 18,00 2,00 92,00 He et a., 2014
10,70 52,40 2,3 12,80 9,10 2,11 78,71 MacWillian,
1968
12,32 60,40 4,2 17,70 10,30 1,55 94,15 MacWillian,
1968
11,90 55,70 3,5 16,60 8,70 1,30 85,80 MacWillian,
1968
11,55 55,00 1,0 13,00 5,00 1,00 75,00 MacWillian,
1968
12,00 57,80 4,6 14,60 14,70 3,90 95,60 MacWillian,
1968

Fonte: O autor.

Nao foi possivel realizar a quantificacdo do trissacarideo maltotriose
neste estudo. Ou seja, 0 substrato com a segunda maior concentracdo no
mosto cervejeiro. Além disso, foi a banda cromatografica referente ao substrato

gque apresentou 0 maior tempo para ser exaurido durante o processo
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fermentativo (Apéndice H). Essas interpretacées entram em acordo com as
descri¢cOes referentes ao metabolismo da maltotriose pelas leveduras durante a
fermentacdo de cerveja. Outro aspecto importante a ser notificado é que a
maltose e a sacarose apresentaram o mesmo tempo de retengcdo para as
condicdes cromatograficas adotadas neste trabalho (Apéndice ). Sendo
assim, nao € possivel calcular com exatiddo a concentracdo de ambas. Porém,
como a concentracdo de maltose sobre a de sacarose € de aproximadamente
95% superior no mosto de cerveja (GJERTSEN, 1953; HE et al., 2014) e a
banda cromatografica da maltose tem uma é&rea maior do que a banda
cromatografica da sacarose para uma mesma concentracdo, foi considerada a
equacao da reta obtida pela curva de calibragdo da maltose para calcular a

concentracao referente a maltose a partir da banda contendo os dois agucares.

As leveduras utilizam o conteudo inicial do mosto cervejeiro durante a
fermentacdo para consumir acucares fermentesciveis e acabam por produzir
metabolitos primarios e secundarios importantes para as bebidas alcodlicas.
Dentre os metabolitos primarios que sdo formados durante o crescimento
celular, esta o etanol, o didxido de carbono e o glicerol (KURTZMAN et al.,
2011; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

A composicao desses carboidratos no mosto de cerveja e a maneira
como séao utilizados pelas leveduras tém uma influéncia direta na eficiéncia de
fermentacdo e metabolismo das células (BOULTON; QUAIN, 2001). As
leveduras utilizam essas fontes variadas para a producdo dos metabdlitos
primarios enquanto crescem. Esses metabdlitos sdo fundamentais para as
bebidas, apesar de pouco influenciar no aroma (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).
O alcool etilico ou etanol produzido a partir da fermentacdo alcodlica ou
etandlica € o composto que define a cerveja e as demais bebidas que o contém
como uma bebida alcodlica. Esse composto pode ser produzido pela levedura
S. cerevisiae em condi¢cdes anaerObicas ou em um metabolismo respiro-
fermentativo como abordado anteriormente (Figura 2). O teor alcodlico das
cervejas pode variar a depender do seu estiio e ndo se destaca em
concentracgdes inferiores a 6% v/v. De modo geral, o teor alcodlico das cervejas
de trigo estilo Weizen varia de 4,3 a 5,6 % viv (MORADO, 2017). Como

mostrado anteriormente, as linhagens de Ilevedura aqui estudadas
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apresentaram uma concentracao v/v dentro ou maior que essa margem de
concentragdo do etanol, com excecédo para a linhagem JP1, que apresentou
teor que variou de 3,42 a 4,06% v/v. Ja o glicerol produzido pelas leveduras
sob condigéo limitante de oxigénio objetiva reoxidar o NADH produzido durante
0s processos de oxidacdo (VANDIJKEN; SCHEFFERS, 1986). Entretanto, o
NADH também pode ser produzido pela biossintese de aminoacidos. Além
disso, o glicerol é um &lcool viscoso que confere corpo a cerveja e que pode
influenciar no aroma. Nesse sentido, a sua concentracdo € também um
parametro essencial. O glicerol pode variar de 1 a 3 g.L™* com um limite de 10
g.L" em cervejas (PARKER; RICHARDSON, 1970; BRIGGS, 2004). Sendo
assim, todas as concentracdes de glicerol encontradas neste estudo estéo

abaixo deste limiar de concentragéao.

Além disso, os valores de concentragbes de etanol e dlicerol
encontradas para os ensaios de fermentacdo da cerveja deste trabalho
superam, em sua maioria, os valores obtidos de cervejas de trigo artesanais e
de grandes cervejarias ja com processamento industrial finalizado e que se
encontram disponiveis no mercado. Os valores de concentracdo de etanol
obtidos para as seis cervejas comparativas analisadas foram 29,72, 24,64,
29,34, 35,60, 25,43 e 23,75 g.L™ e para o glicerol foram 3,16, 2,64, 2,75, 2,37,
2,07 e 1,84 g.L™. Sendo assim, as concentracdes obtidas nos ensaios deste
trabalho no que se refere a etanol e glicerol parecem ser viaveis para
comercializacdo, sendo necessarios estudos mais apurados com o produto

finalizado.

Observando as tabelas referentes a cinética de consumo dos acucares
fermentesciveis e de producdo dos metabdlitos primarios durante os ciclos de
aproveitamento de biomassa € possivel observar que, independente da
concentracdo inicial de substratos do mosto cervejeiro, temperatura de
fermentacdo e concentragdo do indculo mais o “trub”, o perfil metabdlico
mantém-se com pouca variagao a partir do terceiro dia de fermentacdo. Nesse
sentido, para os analitos quantificados, a fermentacdo esta encerrada ao
terceiro dia. A partir desse tempo, os substratos quantificados estdo exauridos,
com excec¢do dos ensaios de ajustes da WB-06, onde os metabdlitos primarios

pouco alteram a sua concentragdo. O tempo que excede o término da
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fermentacdo ao terceiro dia pode promover reducdo na viabilidade celular
devido aos estresses encontrados pelas leveduras no tanque de fermentacao
como, por exemplo, altas concentracbes de etanol, alta presséo e de
metabdlitos secundarios. Além disso, é possivel supor a partir dos resultados
encontrados que as leveduras durante 0s seus reciclos tornaram-se mais
adaptadas ao mosto de cerveja de trigo devido ao consumo acelerado dos

substratos a cada ciclo subsequente.

O aroma das cervejas é dado pela somatéria de uma variedade de
compostos produzidos durante diferentes estagios da fermentagcdo. Para o
conjunto dessas substancias de uma bebida alcodlica da-se o nome de
‘buqué”. Nesse “buqué” os principais responsaveis pelos aromas sao os
metabolitos secundarios produzidos pela levedura como intermediarios de
fermentacdo e subprodutos em um complexo de rotas metabodlicas que séo
reguladas muito especificamente (MEILGAARD, 1975; STEWART, 2017). Os
principais responsaveis pelo aroma sao os alcoois superiores e 0s ésteres, que
podem ser encontrados na literatura quanto ao seu limiar organoléptico para
cervejas da familia Lager e Ale em sua generalidade (STEWART, 2017). Sendo
assim, a tabela abaixo (Tabela 13) mostra os dados ja mencionados
anteriormente para as substancias organolépticas aqui estudadas no terceiro
dia de fermentacdo com a comparacdo do limiar organoléptico dessas
substancias relatadas por Stewart (2017) e outros valores de concentracao

mensurados em cervejas e disponiveis na literatura.

Os &lcoois superiores de cadeia ramificada (2MP, 3MB e 2MB) sao
formados a partir da degradacao dos aminoacidos de cadeia ramificada (valina,
leucina e isoleucina) (LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000) e contribuem para
as bebidas alcodlicas por intensificar o teor alcodlico e atribuir aromas
especificos (BOULTON; QUAIN, 2008). O alcool isobutilico ou isobutanol &
relatado na literatura com aroma semelhante ao de um solvente (STEWART,
2017), enquanto que o alcool isoamilico é relacionado com um aroma apenas
alcodlico (STEWART, 2017), mas também com o aroma de banana
(PARENTE, 2013). J4 o éalcool amilico ativo é um alcool descrito como

possuindo apenas um aroma alcodlico (STEWART, 2017).



Tabela 13 - Comparagéo das concentra¢cfes das substancias organolépticas deste trabalho com dados disponiveis na literatura.

Ciclos Referéncias AE 2MP 3MB 2MB 2FE 2FEA Compostos aromaticos
(mg.L™) (mg.L™ (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) ativos (CAA) (mg.L™)
WB-06 Ind.
1° Este trabalho 68,50 £ 24,75 39,00+0,00 103,00+17,06 61,50+6,36 125,00+ 16,97 72,00+ 0,00 469,00
2° Este trabalho 37,00£2,08 22,00£9,90 10550+6,36 51,50+9,19 119,00+ 11,31 74,50+ 10,61 409,50
3° Este trabalho 44,67 +4,16 23,67 £ 3,51 93,67+4,73 56,00+£1,41 130,50+9,19 89,50+ 10,61 438,01
WB-06 Lab.
1° Este trabalho 51,15+2,37 80,92+6,56 98,66+13,79 1,03+0,00 36,51 +8,13 0,00 + 0,00 268,27
2° Este trabalho 58,19+4,45 102,31+8,34 140,94+2524 4,05+1,19 40,75+ 2,04 0,00 = 0,00 346,24
3° Este trabalho 39,93+0,54 42,64+346 114,04+1099 6,67 +0,57 41,61 +2,19 0,00 + 0,00 245,25
4° Este trabalho 4292+0,48 4537+1,89 108,12+6,91 541+1,46 38,72 £ 3,92 0,00 + 0,00 240,54
5° Este trabalho 46,09 +4,13 41,86 + 0,60 92,69 £ 5,81 2,13+0,72 33,60 £ 3,70 0,00 + 0,00 216,37
6° Este trabalho 47,02+585 49,99+4,07 121,90+10,46 8,64+1,53 46,90 + 2,76 0,00 + 0,00 274,46
JP1
1° Este trabalho 8,50 = 20,12 4,33+2,52 63,67 £4,51 48,50+ 0,71 114,50+ 2,12 73,50£0,71 313,00
2° Este trabalho 6,19+0,78 3,21+0,64 55,80 £ 0,81 0,00 + 0,00 21,09 £ 0,63 0,00 + 0,00 086,29
3° Este trabalho 12,53+ 2,05 7,54 + 3,40 72,92 £ 1,40 0,00 + 0,00 35,57 £0,02 0,00 + 0,00 128,56
4° Este trabalho 12,89+1,22 18,87 +5,05 92,34 £ 8,92 3,23+0,00 49,15+11,21 0,00 + 0,00 176,48
5° Este trabalho 30,32+20,73 50,42+22,69 123,38+0,00 8,48 +0,00 60,53 £ 0,00 0,00 + 0,00 273,13
6° Este trabalho - - - - - -
YLB4000

1° Este trabalho 42,43+390 47,03+5,47 79,62 £ 2,63 0,00 + 0,00 33,61+2,04 0,00 + 0,00 202,69
2° Este trabalho 40,76 £0,99 32,17 +1,37 76,15 +5,71 0,00 + 0,00 29,90 £ 1,55 0,00 + 0,00 178,98
3° Este trabalho 40,08+0,48 5531+2,00 67,74+10,73 0,00+0,00 38,96 £ 0,00 0,00 + 0,00 202,09
4° Este trabalho 4550+8,53 51,68+0,00 69,25 + 0,00 0,00 + 0,00 48,03 £ 0,00 0,00 + 0,00 214,46
5° Este trabalho 42,16 £1,99 39,77 +2,36 75,16 £ 3,45 0,00 + 0,00 29,57 £1,85 0,00 + 0,00 186,66
6° Este trabalho 40,85+0,52 35,65+0,44 67,77 £ 1,35 0,00 + 0,00 23,44 £ 0,53 0,00 + 0,00 167,71
- Stewart, 2017 3 70 65 65 125 0,4 328,4
- Piddocke, 2009 21-30 - 50-70 - - - -

- Piddocke, 2009 14,5 - 55,7 - - - -

Fonte: O autor.
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Entretanto, ndo foi possivel realizar a cinética de consumo de aminoacidos
livres durante o processo fermentativo. Contudo, para a biossintese desses élcoois
pode existir a conexdo entre as vias metabdlicas referentes a fonte de carbono e de
nitrogénio. A formacéo do éalcool isobutilico ocorre a partir do catabolismo da valina,
enquanto que as dos &lcoois isoamilico e amilico ativo ocorrem a partir do
catabolismo da leucina e isoleucina, respectivamente. Uma vez que sao produzidos,
esses compostos sdo excretados pela célula para o mosto cervejeiro por ndo serem
mais utilizados como fontes de carbono. Sendo assim, foi possivel observar que a
cada ciclo de aproveitamento de biomassa a concentracao final para cada composto
permaneceu inalterada ou obteve decréscimo para as fermentacdes industriais. Ja
para 0s ensaios realizados em laboratorio essa afirmacdo ndo € verdadeira. As
concentracbes desses alcoois nas fermentacdes industriais estdo acima do limiar
organoléptico relatado por Stewart (2017) para o alcool isoamilico, proximas para o
alcool amilico ativo e inferiores para o alcool isobutilico. No entanto, € importante
abordar que altas concentracdes de alcool etilico e de alcoois superiores na cerveja
também podem estar relacionadas a maior propensdo de obter veisalgia,

popularmente conhecida como ressaca.

Alguns outros pontos importantes a serem discutidos € que, em concordancia
com os dados obtidos no perfil metabdlito dessa cerveja, as producbes desses
compostos também tiveram pouca variacdo a partir do terceiro dia de fermentacao,
com excecao do alcool isoamilico durante os ciclos industriais. Entretanto, obter
maiores concentracbes de alcool isoamilico pode ser importante para o
processamento de uma cerveja de trigo estilo Weizen, ja que esse alcool € o
precursor do acetato de isoamila. O acetato de isoamila € um éster que possui
aroma de banana, que é uma das principais caracteristicas presente nesse estilo de
cerveja. Sendo assim, maiores concentracfes de alcool isoamilico podem estar
relacionadas a maior concentracdo desse éster de interesse no produto de
fermentacdo. Porém, mesmo para esse alcool, a tendéncia durante os reciclos &
manter-se com concentracdo com pouca variacao ao terceiro dia de fermentacao,
mesmo para 0s ensaios em laboratorio. Por fim, o decréscimo na concentracao
desses alcoois durante os ciclos de aproveitamento de biomassa podem estar
relacionado a concentragdo inicial de substratos presentes no mosto cervejeiro de

cada ciclo, temperatura de fermentacdo de cada ciclo e concentracdo do in6culo
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mais o “trub” que aumentam a cada ciclo devido ao metabolismo oxidativo que
ocorre no inicio da fermentacéo pela presenca do oxigénio do mosto de cerveja e no
tanque de fermentacdo. Além disso, o periodo de estocagem é um momento em que
as células permanecem em estresse devido a falta de nutrientes, competicdo com
possiveis micro-organismos contaminantes no recipiente de armazenamento e pelo
contato com etanol, metabdlitos secundarios e o “Trub”, onde provavelmente muitas

dessas leveduras perdem a sua viabilidade celular.

Outros compostos analisados foram o alcool feniletilico (2FE) e o seu éster
correspondente, o acetato de feniletila (2FEA). O alcool feniletilico ou feniletanol é
formado a partir do catabolismo da fenilalanina e confere aroma floral as bebidas,
como os aromas das rosas (ESPINOSA VIDAL, 2012) e de jasmim (PARENTE,
2013). Ja& o éster correspondente a esse alcool confere aroma floral, podendo
também conferir aroma de mel (PARENTE, 2013) e de frutas (STEWART, 2017). As
concentracbes desse alcool estdo abaixo do limiar organoléptico relatado por
Stewart (2017) para todos 0s ensaios realizados em laboratorio e prOximos aos
valores de concentracdo obtidos em ambiente industrial. Além disso, é notavel que
houve formacdo de acetato de feniletila apenas nas fermentacGes industriais e no
primeiro ciclo de fermentacdo da linhagem JP1, onde as concentracdes do alcool

feniletilico apresentaram concentracdes superiores a 100 mg.L™.

Para os analitos quantificados até este ponto, com excecdo do alcool
isoamilico em ambiente industrial, o encerramento da fermentacdo ao final do seu
dia (24 h) parece ser uma proposta que reduza o custo e o tempo de manutencao
das condicbes do processamento da cerveja na microcervejaria. Em outras palavras,
a reducdo do periodo de fermentacdo podera favorecer a reducdo de custos
elétricos para manter a refrigeracdo do sistema e menor tempo de utilizacdo de
tanques de fermentacdo, promovendo maior capacidade quantitativa de producédo a

microcervejaria.

As concentracdes de acetato de etila (AE) deste trabalho estdo acima do que
foi relatado por Stewart (2017) para cervejas Lager e Ale em sua generalidade e em
todos os ensaios realizados. Além disso, as concentragfes também se mostraram
superiores as concentracdes mencionadas por Piddocke (2009), com excecdo da
linhagem JP1 que apresentou concentracdes iguais ou inferiores. Porém, Stewart

(2017) também relata as concentracdes deste éster para apenas cervejas da familia
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Ale, como a cerveja de trigo estilo Weizen. As concentracdes mencionadas pelo
autor para diferentes linhagens de leveduras em um mosto de cerveja foram 20
mg.L™?, 36,2 mg.L™" e 25,6 mg.L™" para um processo fermentativo a 20 °C. Mesmo
para esses valores, as concentracdes de acetato de etila encontradas no presente
trabalho foram superiores. A alta concentracdo deste éster pode ndo ser desejavel
devido ao seu aroma de solvente e, mesmo ao terceiro dia de fermentacdo, as

concentragdes permanecem semelhantes.

Para as demais substancias mencionadas em Material e Métodos e que foram
analisadas, nao foram mencionadas nessa sessao, porque ndo foram detectadas na
solucdo. Dentre essas substancias esta o acetato de isoamila, que é caracteristico
de cervejas estilo Weizen. Esse éster € formado pela condensacéo do acetil-CoA
com o alcool isoamilico pela acdo da enzima alcool acetil transferase, mas também é
hidrolisado pelas esterases (FUJII et al., 1996; ESPINOSA VIDAL et al., 2012) e
conferem um aroma de banana a bebida. O limiar organoléptico desse composto
relatado por Stewart (2017) é de 1,2 mg.L™ e mencionado por Piddocke (2009) como
sendo 1,4 mg.L™". Stewart (2017) também relatou as concentracdes deste éster para
apenas cervejas da familia Ale. As concentracbes mencionadas para diferentes
linhagens de leveduras em um mosto de cerveja foram 0,6 mg.L™, 0,8 mg.L™" e 3,5
mg.L™" para um processo fermentativo a 20 °C. Sendo assim, para essa escala de
concentracdo, nao foi possivel realizar a deteccao desse éster no presente trabalho.
Além disso, a hipbtese de que este éster também possa ter evaporado durante o
armazenamento e manuseio das amostras para os métodos analiticos é descartada,
visto que o acetato de isoamila € menos volatil do que outros compostos que foram

detectados e quantificados (Anexo D).

Por fim, a partir da analise dos compostos aromaticos ativos (CAA) é possivel
observar que ocorre a tendéncia de sua diminuicdo a medida que os ciclos de
aproveitamento de biomassa progridem. Além disso, é possivel perceber que
apenas o0s ciclos industriais superam os CAA referentes aos limiares de
concentracgao relatados por Stewart (2017). No entanto, entre 0s ensaios realizados
em laboratério, a linhagem WB-06 foi a que apresentou quantitativamente o melhor
cenario para esses compostos e pouco decréscimo dos CAA durante os reciclos.

7

Sendo assim, é necessario aguardar os resultados dos compostos organolépticos
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referentes aos ensaios de ajustes da linhagem WB-06 para verificar as

concentragdes obtidas dos CAA.
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CONCLUSOES

e Alinhagem de levedura WB-06 foi a que apresentou melhor perfil quantitativo
de CAA e maior producao de alcool isoamilico em ambiente industrial e nos
ensaios realizados em laboratorio;

e Apesar de néo ter sido possivel detectar e quantificar o acetato de isoamila, a
alta concentracao do alcool precursor desse éster sugere que a sua producdo
pode estar sendo realizada;

e A linhagem de levedura WB-06 foi a Unica capaz de produzir acetato de
feniletina (2FEA), exceto pela producéo por JP1 em seu primeiro ciclo de
fermentagdo. Entretanto, WB-06 ndo produziu esse éster nos ensaios em
laboratorio;

e Os perfis metabdlicos e organolépticos obtidos para os analitos investigados
sugerem que o periodo de fermentacdo pode ser reduzido para trés dias (>
50% em um total de sete dias de fermentacdo) sem grandes variacdes de
concentracdo na producao da maioria desses compostos. Isto deve diminuir o
estresse celular durante os reciclos e, consequentemente, aumentar a
produtividade industrial;

e O alcool isobutilico ou isobutanol apresentou concentracfes abaixo do limiar
organoléptico mencionado na literatura para cervejas, em geral, durante os
ciclos de fermentacao;

e O acetato de etila apresentou concentracdes elevadas em todos os ciclos de
fermentacdo, indicando que a cerveja produzida pode conter aroma de
solvente;

e A analise organoléptica das amostras do experimento de ajustes se faz
necessaria para auxiliar na comparacdo entre as linhagens de leveduras

estudadas.
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APENDICE A — GRAFICOS DA CLAE (WB-06 INDUSTRIAL)

Perfil metabdlico da linhagem de levedura WB-06 na microcervejaria,

mostrando o consumo das fontes de carbono e producéo de etanol e glicerol.
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APENDICE B — GRAFICOS DA CG (WB-06 INDUSTRIAL)

Perfil organoléptico (AE) da linhagem de levedura WB-06 na microcervejaria
(continua na péagina seguinte).
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APENDICE B — GRAFICOS DA CG (WB-06 INDUSTRIAL)

Perfil organoléptico (2MP, 3MB e 2MB) da linhagem de levedura WB-06 na
microcervejaria (continua na pagina seguinte).
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APENDICE B — GRAFICOS DA CG (WB-06 INDUSTRIAL)

Perfil organoléptico (2FE e 2FEA) da linhagem de levedura WB-06 na
microcervejaria.
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APENDICE C — GRAFICOS DA CLAE (LABORATORIO)
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Perfil metabdlico da linhagem de levedura WB-06 no laboratério, mostrando o

consumo das fontes de carbono e producédo de etanol e glicerol (continua na pagina

seguinte).
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APENDICE C — GRAFICOS DA CLAE (LABORATORIO)
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Perfil metabdlico da linhagem de levedura JP1 no laboratério, mostrando o

consumo das fontes de carbono e producédo de etanol e glicerol (continua na pagina

seguinte).

JP1 (1° ciclo)

40 3000

ng 2500 4
=25 2000 E
S 20 1500 o
%:g 1000 §
S5 500 ©
c [ 1]
c 0 0 2
© 01234567 3

Tempo (dia)

—o—Maltose ——Glicose —e—Etanol
-m-Frutose —e—Gicerol

JP1 (3° ciclo)

40 3000
3 35 2500
@30

© 25 2000
<20 1500
€15 1000
g 10 500
o 5

¥ 0 0

01234567
Tempo (dia)

—o—Maltose —a—Glicose —e—Etanol
—#i-Frutose —e—-Glicerol

JP1 (5° ciclo)

012 3 456 7
Tempo (dia)

-o—-Maltose —&—Glicose —e—Etanol
- Frutose —e—Glicerol

Concentragédo (mg.L-")

JP1 (2° ciclo)

__40 3000 _
=y a0 2500
o 30 o
25 2000 £
) o
% 20 1500 -8

O
g15 1000
s - 500 5

o
S0 0 <

o
Q 9012346867 o

Tempo (dia)

—o—Maltose ——Glicose —e—Etanol
—m—Frutose —e—Glicerol

JP1 (4° ciclo)
- 3000 __
L 2500 1

o
2000 £
1500 .9

O
L 1000

Concentra

012345867
Tempo (dia)

-o—Maltose —&—Glicose —e—Etanol
-m-Frutose —e—Glicerol

JP1 (6° ciclo)

__ 40 - 3000 __
_.gg 2500 1
(=]
925 2000 £
& 20 L 1500 S
£ L 1000 ©
010 “'_:
S 5 500 S
o
o X
01234567 o

Tempo (dia)

—o—Maltose —&—Glicose —e—Etanol
—#-Frutose —e—-Glicerol



APENDICE C — GRAFICOS DA CLAE (LABORATORIO)
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Perfil metabdlico da linhagem de levedura YLB4000 no laboratério, mostrando
0 consumo das fontes de carbono e producao de etanol e glicerol.



APENDICE D — PERFIL ORGANOLEPTICO (WB-06 LABORATORIO)
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Concentragdo das substancias organolépticas durante os ciclos de aproveitamento de biomassa para a linhagem de levedura WB-06. Em vermelho

os valores de concentragdo referentes ao terceiro dia de fermentacéo (continua nas paginas seguintes).

Dia Carboidratos totais AE 2MP 3MB 2MB 2FE
@@L (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
1° ciclo
0 78,11 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00
1 76,53 54,56 + 5,27 70,92 + 6,74 45,63 + 7,95 0,00 + 0,00 05,71 + 0,00
2 40,77 51,87 + 6,25 78,12 + 11,00 77,75 + 18,28 0,00 + 0,00 23,50 + 5,92
3 14,05 51,15+ 2,37 80,92 £ 6,56 98,66 £ 13,79 1,03+ 0,00 36,51 £ 8,13
4 - - - - - -
5 0,00 55,92 + 7,05 89,52 + 10,42 145,05 + 22,66 5,18 + 0,00 56,89 + 16,61
6 0,00 50,79 £ 2,13 88,15 + 6,65 125,15+ 6,57 5,61+ 0,00 40,87 + 2,04
7 0,00 48,12 + 5,83 79,66 + 12,58 113,93 £ 19,73 5,45 + 0,00 32,38 £ 9,29
2° ciclo
0 78,11 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 - - - - - -
2 7,52 65,60 £ 0,90 112,45+ 2,44 125,30 + 3,02 2,99 + 0,60 46,74 + 5,47
3 0,00 58,19 £ 4,45 102,31 + 8,34 140,94 + 25,24 4,05+1,19 40,75 £ 2,04
4 0,00 59,74 £ 7,07 110,35 + 6,27 126,10 + 4,84 4,74 £ 0,77 40,38 + 1,98
5 0,00 65,13 £ 0,65 119,92 + 2,72 160,75 + 1,86 13,85 + 0,39 59,21 £ 3,67
6 0,00 52,49 £ 1,25 106,45 + 2,50 168,24 + 13,32 15,90 + 3,22 66,63 £ 9,57
7 0,00 52,22 £ 0,54 096,02+ 1,76 116,48 + 4,33 3,10+ 0,31 36,22 + 2,22
3°ciclo
0 78,11 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00
1 13,76 56,93 £+ 7,10 83,55 + 2,38 93,69 £ 16,70 2,02+ 0,00 29,78 £ 5,94
2 0,00 55,88 + 6,88 87,88 £ 8,39 114,31 + 19,67 6,82 + 0,00 44,86 + 0,00
3 0,00 39,93 £ 0,54 42,64 + 3,46 114,04 + 10,99 6,67 £ 0,57 41,61 £ 2,19
4 0,00 41,55+ 0,72 45,33 + 3,04 119,29 + 10,84 6,86 + 2,78 38,00 £ 2,50
5 - - - - - -
6 0,00 45,20 + 5,27 47,20 + 2,85 120,19 + 8,34 7,41+ 2,68 41,93 +5,04
7 0,00 45,67 + 5,55 48,61 + 3,22 111,84 + 18,42 7,99 + 0,00 44,92 + 0,00




78,11
25,70
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78,11
25,55
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0,00

78,11
25,88

0,00
0,00
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~NOoO O wWNEO

0,00 + 0,00
43,95 + 2,51
41,41 +£0,31
42,92 + 0,48
41,78 £ 0,85
34,44 + 1,86
36,79+ 0,76

0,00 + 0,00
38,57 + 3,49
47,29 + 4,27
46,09 + 4,13
41,65 + 0,43
50,65 + 1,40

48,17 £ 5,36

0,00 + 0,00
43,25 + 2,06
47,02 £ 5,85
44,93 + 2,94
42,84 +0,04
52,78 + 0,15
49,96 + 0,97

0,00 + 0,00
32,87 + 3,77
37,10 £ 0,49
45,37 + 1,89
45,48 + 1,89
35,36 + 0,86
36,44 +1,34

0,00 + 0,00
26,28 + 2,69
44,75 + 3,02
41,86 + 0,60
39,65+ 0,30
49,60 + 1,81

54,25 + 9,77

0,00 £+ 0,00
45,82 £ 5,32
49,99 + 4,07
48,54 £ 0,72
48,95 + 3,72
65,75+ 1,70
57,05 + 0,97

4° ciclo
0,00 £ 0,00
59,39 + 6,37
81,35+ 1,03
108,12 + 6,91

101,03 + 6,56
77,25 + 3,50
83,50 + 6,06
5° ciclo
0,00 £ 0,00
56,77 + 6,42
101,19 + 5,44
92,69 + 5,81
91,12 + 5,07
108,13 + 1,62

123,97 + 9,96
6° ciclo
0,00 £ 0,00
98,99 + 3,96
121,90 + 10,46
120,05 + 9,58
118,21 + 18,62
142,26 + 6,49
121,07 + 2,80

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
9,06 + 0,00
541+ 1,46

3,90 £ 2,93
7,17 £ 0,00
0,74 £ 0,00

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
3,66 + 0,56
2,13+£0,72
5,21+ 2,60
7,85+ 0,03

12,33+ 1,99

0,00 £ 0,00
1,22+ 0,44
8,64 £ 1,53
13,40 £ 2,75
15,34 + 0,00
17,04+ 1,74
10,92 + 1,22

0,00 + 0,00
14,04 + 4,17
20,33+ 0,30
38,72 + 3,92
35,19 + 4,58
22,75+ 0,84
25,74 +1,39

0,00 £ 0,00
11,67 + 6,19
42,36 £ 2,13
33,60 + 3,70
33,09 + 2,14
47,61 £ 3,22

46,07 £ 9,92

0,00 £+ 0,00
34,23 + 3,30
46,90 + 2,76
56,70 + 5,54
60,62 + 0,00
60,70 + 4,14
49,88 * 5,55

(-): Amostra nao coletada; (IND): industrial e (LAB): Laboratério.
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APENDICE D - PERFIL ORGANOLEPTICO (WB-06 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (AE) da linhagem

(continua na péagina seguinte).
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de levedura WB-06 no laboratério
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APENDICE D - PERFIL ORGANOLEPTICO (WB-06 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (2MP, 3MB e 2MB) da linhagem de levedura WB-06 no

laboratorio (continua na pagina seguinte).

WB-06 (1° ciclo) WB-06 (2° ciclo)
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WB-06 (4° ciclo) WB-06 (3° ciclo)
=, 240 -
> 220 52
£ 200 =i
= 180 1
T 160 ;1
o 140 S 1
£ 120 S 1
£ 100 £1
s & 5
S 40 e
o ]
20
0 (&)
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dia) Tempo (dia)
—=2MP —o=3MB —0m=2MP =—e=3MB —c=—2MB
WB-06 (5° ciclo) WB-06 (6° ciclo)
3 240 T 240
o 220 ~ 238
£ 200
e £
o 180 £ 180
S o 160
S 160 S
g 140 S ;]58
5 120 s 180
S 100 & 190
e & g &
S 40 £
(&) 20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4. 5 6 7
Tempo (dia) Tempo (dia)

—0=2MP —o—3MB ——2MB —0=2MP —o—3MB —-2MB



90

APENDICE D - PERFIL ORGANOLEPTICO (WB-06 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (2FE e 2FEA) da linhagem de levedura WB-06 no
laboratorio.

WB-06 (1° ciclo)

WB-06 (2° ciclo)
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APENDICE E - PERFIL ORGANOLEPTICO (JP1 LABORATORIO)
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Concentragdo das substancias organolépticas durante os ciclos de aproveitamento de biomassa para a linhagem de levedura JP1. Em vermelho os

valores de concentragdo referentes ao terceiro dia de fermentagéo (continua nas paginas seguintes).

Dia Carboidratos totais AE 2MP 3MB 2MB 2FE 2FEA
@@L (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
1° ciclo
0 40,65 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
1 29,11 7,50 £ 20,12 14,50 £ 0,71 18,50 + 3,54 0,00 £ 0,00 74,00 + 7,07 0,00 + 0,00
2 0,00 9,00 + 20,83 3,50+2,12 55,67 + 8,50 47,00 + 2,83 98,00 + 7,07 0,00 £+ 0,00
3 0,00 8,50 + 20,12 4,33+2,52 63,67 £ 4,51 48,50 + 0,71 11450+ 2,12 73,50 £ 0,71
4 - - - - - - -
5 0,00 7,00 £ 10,41 2,67 £1,53 52,00 + 3,61 47,50+0,71 100,00+1,41 68,50 + 0,00
6 0,00 12,00 + 50,66 3,50 + 0,00 101,00+ 12,73 58,50+ 3,54 134,50+ 12,02 64,50+0,71
7 0,00 11,50 + 20,12 3,33+2,52 65,33 +11,50 50,00+2,83 122,50+10,61 75,00+ 2,83
2° ciclo
0 40,65 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 2,05 2,38 + 10,63 4,75+ 0,68 43,91 + 1,52 0,00 £ 0,00 551+1,46 0,00 £ 0,00
2 0,00 4,09+£0,19 5,40+ 1,07 56,12 £ 0,69 0,00 £ 0,00 20,21 £ 3,51 0,00 £ 0,00
3 0,00 6,19+ 0,78 3,21+0,64 55,80 £ 0,81 0,00 £ 0,00 21,09 £ 0,63 0,00 £ 0,00
4 - - - - - - -
5 0,00 3,94 + 3,94 6,58 + 2,33 67,18 £10,78 0,00 £ 0,00 25,11 £ 4,54 0,00 £ 0,00
6 0,00 14,10 £ 5,17 10,10 + 1,63 77,27 £ 0,55 0,00 £ 0,00 42,83 + 0,58 0,00 £ 0,00
7 0,00 8,72+ 1,03 6,82+ 2,14 62,31 £ 3,59 0,00+ 0,00 26,84 £ 2,30 0,00 £ 0,00
3°ciclo
0 40,65 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00
1 0,00 7,04 + 1,56 10,02 + 4,04 69,39 £ 1,60 0,00+ 0,00 22,70 £12,27 0,00 £ 0,00
2 0,00 3,18 + 0,69 8,36 + 0,81 57,85 + 3,31 0,00+ 0,00 24,51 + 3,43 0,00 £ 0,00
3 0,00 12,53 + 2,05 7,54 + 3,40 72,92 £1,40 0,00 + 0,00 35,57 £ 0,02 0,00 £ 0,00
4 0,00 0,68 + 0,00 14,24 + 0,07 87,68 £ 7,45 0,00+ 0,00 55,87 £ 5,90 0,00 £ 0,00
5 0,00 4,90+ 1,05 7,12 + 0,08 62,21 + 4,81 0,00+ 0,00 29,11 £ 0,62 0,00+ 0,00
6 - - - - - - -
7 0,00 9,13 + 0,66 9,54 + 0,60 68,54 + 0,73 0,00 + 0,00 33,98 £ 0,76 0,00 + 0,00




40,65
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00

~NOoO Uk~ WNEFO

40,65
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

~NOoO oM~ WNEFO

0,00

40,65
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

~NOoO O wWNEO

0,00 + 0,00
3,91+ 0,00
17,53 +0,21
12,89 £ 1,22
25,37 + 5,67
18,66 + 11,66
15,26 + 11,80

0,00 + 0,00
3,88+ 0,00
16,33 £ 0,07
30,32 + 20,73
14,51 + 2,30
17,46 + 0,00

18,73 £ 01,87

0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 £+ 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 +£ 0,00

0,00 + 0,00
15,17+ 1,49
23,39+0,70
18,87 £ 5,05
29,38 + 10,07
24,26 + 16,54
21,21 +1,85

0,00 + 0,00
36,16 + 13,28
22,95 +0,75
50,42 + 22,69
40,37 £ 2,44
24,31 + 8,84

45,79 + 19,89

0,00+ 0,00
0,00 0,00
0,00 £ 0,00
0,00+ 0,00
0,00 0,00
0,00+ 0,00

4° ciclo
0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
79,11 + 5,33 0,00 + 0,00
102,13 + 7,22 3,83+2,42
92,34 + 8,92 3,23+ 0,00
162,79+ 10,13 22,09 + 3,61
111,57 + 37,76 15,78 £ 0,00
106,71 + 9,32 6,24 + 2,89

5° ciclo
0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
114,79 + 1,48 5,54+ 0,38
107,13 + 4,52 3,29+1,32
123,38 + 0,00 8,48 + 0,00
107,29 + 0,00 3,62 + 0,00
118,68+ 6,69 12,63 + 0,00
137,54+ 0,00 12,33 +1,99

6° ciclo
0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

0,00 + 0,00
32,38 + 4,47
56,58 + 7,75
49,15+ 11,21
120,22 + 3,64
66,03 + 35,60
65,09 + 8,58

0,00 + 0,00
69,51 + 18,98
55,52 + 6,09
60,53 + 0,00
59,76 + 17,01
65,14 + 3,05

79,77 £ 5,15

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 £+ 0,00
0,00 £+ 0,00
0,00 £+ 0,00

0,00 £+ 0,00

0,00+ 0,00
0,00+ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00+ 0,00
0,00+ 0,00
0,00+ 0,00

(-): Amostra nao coletada; (IND): industrial e (LAB): Laboratério.
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APENDICE E — PERFIL ORGANOLEPTICO (JP1 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (AE) da linhagem de levedura JP1 no laboratério
(continua na péagina seguinte).
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APENDICE E — PERFIL ORGANOLEPTICO (JP1 LABORATORIO)

94

Perfil organoléptico (2MP, 3MB e 2MB) da linhagem de levedura JP1 no

laboratorio (continua na pagina seguinte).
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APENDICE E — PERFIL ORGANOLEPTICO (JP1 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (2FE e 2FEA) da linhagem de levedura JP1 no
laboratério.

JP1 (1° ciclo) JP1 (2° ciclo)
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APENDICE E — PERFIL ORGANOLEPTICO (JP1 LABORATORIO)
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Concentragdo das substancias organolépticas durante os ciclos de aproveitamento de

biomassa para a linhagem de levedura JP1. Em vermelho os valores de concentragdo referentes ao

terceiro dia de fermentagdo (continua na pagina seguinte).

Dia Carboidratos totais AE 2MP 3MB 2FE
QL™ (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
1° ciclo
0 78,11 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
1 31,22 42,42 +2,54 21,15+ 2,37 29,81 + 2,33 16,15 £ 0,85
2 0,00 40,81 +£0,69 26,69+0,11 68,72+ 7,23 16,15 + 0,85
3 0,00 42,43 +3,90 47,03 £5,47 79,62 + 2,63 33,61 + 2,04
4 0,00 41,10+ 1,77 29,91+1,13 70,13 £ 2,03 20,14 + 2,31
5 - - - - -
6 0,00 39,49+2,13 28,59+0,73 64,41+2,66 14,32 + 1,68
7 0,00 43,11 +3,71 33,56 + 3,67 70,79 £ 7,42 25,37 £ 4,84
2° ciclo
0 78,11 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
1 0,00 44,36 +5,92 26,85+1,06 93,44+8,32 48,30+ 07,32
2 - - - - -
3 0,00 40,76 £ 0,99 32,17 £1,37 76,15 £ 5,71 29,90 £ 1,55
4 0,00 44,21 +586 26,91+0,58 72,90+0,75 31,65+1,82
5 0,00 43,67 +4,95 29,61+6,13 75,65+ 3,65 34,11+ 1,20
6 0,00 40,17 +0,59 33,28+0,14 7541 +2,76 36,17 + 1,47
7 0,00 42,67 +4,56 32,38+ 4,17 74,17 £5,82 30,87 + 2,11
3°ciclo
0 78,11 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
1 0,00 40,65 +0,63 31,65+0,00 70,40 £ 4,56 30,94 + 4,70
2 0,00 40,27 £ 0,02 25,46 +0,06 69,47 £ 3,11 31,18 + 4,07
3 0,00 40,08 + 0,48 55,31+2,00 67,74+10,73 38,96 + 0,00
4 0,00 40,27 +0,29 38,24 +8,32 72,56 £ 1,03 35,83 + 0,00
5 0,00 46,98 +596 50,54 +4,62 83,50+ 0,52 43,79 £ 0,90
6 - - - - -
7 0,00 39,93+1,24 38,27+9,86 75,62+8,51 43,20 + 0,00
4° ciclo
0 78,11 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 0,00 40,68 + 0,10 53,90 £ 9,96 65,14 + 2,40 22,09 £ 2,10
2 0,00 42,05+2,72 37,88+5,15 72,49 £+ 0,86 29,62 + 0,50
3 - - - - -
4 0,00 45,50 + 8,53 51,68 £ 0,00 69,25 + 0,00 48,03 = 0,00
5 0,00 50,21 £0,30 59,64 + 0,00 87,25+ 2,95 42,77 + 2,39
6 0,00 40,37 £ 0,58 41,07 £ 6,15 73,12 £ 1,56 31,69 +£1,32
7 0,00 46,16 + 8,49 50,94 £ 9,60 71,35 £ 7,56 31,03 £ 6,63
5° ciclo
0 78,11 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 0000 40,58 + 0,00 37,28+7,76 76,28 £ 7,43 26,06 = 0,00
2 0,00 40,76 £ 0,89 34,77 £ 1,66 68,88 + 7,55 28,78 + 0,00
3 0,00 42,16 +1,99 39,77 £ 2,36 75,16 £ 3,45 29,57 £1,85
4 - - - - -
5 0,00 39,76 £ 0,00 39,94 + 0,00 62,77 £ 0,00 21,80 + 0,00
6 0,00 43,31 +1,45 46,90 £ 3,16 70,83 £ 4,72 28,13 £ 1,65
7 0,00 42,64 + 0,00 45,99 £ 0,00 66,19 £+ 0,00 25,72 + 0,00
6° ciclo
0 78,11 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 - 41,50+ 1,23 33,48+0,83 66,62 + 4,26 21,23 £ 01,73
2 - - - - -
3 - 40,85+ 0,52 35,65+0,44 67,77 £1,35 23,44 + 0,53
4 - 41,23+1,84 37,59+282 66,90+ 11,03 23,80 £ 9,04
5 - 40,41 +0,51 38,58 £0,42 64,63 £ 5,34 23,44 + 4,93
6 - 41,93+0,87 42,41 +0,98 64,61 £ 5,75 23,25+ 3,72
7 - 49,28 + 6,59 50,43 + 0,00 60,19 + 0,00 21,95 + 0,00




APENDICE F — PERFIL ORGANOLEPTICO (YLB4000 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (AE) da linhagem

(continua na péagina seguinte).
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de levedura YLB4000 no laboratorio
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APENDICE F — PERFIL ORGANOLEPTICO (YLB4000 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (2MP e 3MB) da linhagem de levedura YLB4000 no

laboratorio (continua na pagina seguinte).
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APENDICE F — PERFIL ORGANOLEPTICO (YLB4000 LABORATORIO)

Perfil organoléptico (2FE) da linhagem de levedura YLB4000 no laboratorio.

YLB4000 (1° ciclo) YLB4000 (2° ciclo)
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APENDICE G — GRAFICOS DA CLAE (WB-06 AJUSTES)

WB-06 (1° ciclo)
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Perfil metabdlico da linhagem de levedura WB-06 nos ensaios de ajustes,



APENDICE H - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS

101

Cromatogramas mostrando a banda referente ao substrato que apresentou o

maior tempo para ser eluido durante os dias de fermentacao.
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APENDICE | - CROMATOGRAMA DOS PADROES EXTERNOS

Cromatograma dos padrdes externos mostrando que a maltose e a sacarose

apresentaram o mesmo tempo de retencdo para as condi¢des cromatogréficas
adotadas neste trabalho.

RID1 A, Refractive Index Signal (WALTER 19-09-18\WAL000001.D)
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ANEXO A — DESCRICAO DA LINHAGEM WB-06

Descricdo da linhagem de levedura S. cerevisiae var. diastaticus WB-06, que
€ comercializada internacionalmente para cervejarias e indicada para fermentacéo
de cerveja de trigo. Denominada SAFALE™ WB-06 (Fermentis Lesaffre for

Beverages). Fonte: Fermentis Lesaffre for Beverages.

SaFBReW WB-06

Ingredientes: Levedura (Saccharomyces cerevisiae), agente emulsificante E491

FERMENTIS

Levedura especial selecionada para fermentacdes de cervejas de trigo, Produz ésteres e sabores fendlicos em quantidades significativas, tipico
das cervejas de trigo. Permite produzir cerveja com um elevado perfil de “drinkability” e tem boa capacidade para ficar em suspensao durante a

fermentacao.
Esteres ToTAIS AlCOOIS SLPERIORES CUCARES RESDUAIS Flocuacao

a uma atenua

e de 86%

TEMPERATURA DE FERMENTACAQ : 12-25°C idealmente 18-4'C
for clover flavors : below 22°C
for banana flavor: above 23°C

DOSAGEM RECOMENDADA: 504 80 g/hl

INSTRUCOES DE REDRATACAO
Espalhar a levedura em um volume de égua estéril ou mosto equivalente a 10 vezes seu préprio peso, a uma temperatura de 23'C + 3'C.
Deixar repousar entre 15 e 30 minutos. Agitar suavemente por 30 minutos e inocular o creme resultante no fermentador

ANALISIS TIPICO: ARMAZENAMENTO

% peso seco: 940 - 965 Durante o transporte: O produto pode ser armazenado e transportado
Célulos viveis no empacotamento 19 x 107 /gramas a temperatura ambiente por periodos de tempo que ndo excedam os 4
Bactérias totais” <S/ml meses, sem que seja afetodo sua performance.

Bactérias acido acéticos™: <1/ml No destino final: Armazenar em lugar fresco e seco em lugar fresco
Lactobacilos”: <1/ml (< 10C) e seco

Pediococcus®: <1/ml

Levedura selvagem tipo ndo Saccharomyces®: < 1/ ml VALDADE

Mlo‘o organismos patogénicos: Cumprimento da regulagio normativa 24 meses apés a data de produgdo. Considerar seu uso anterior a data
B jooants - . R impressa no sache. Os sachés abertos devem ser novamente selados,
C.]EJOII-dO a levedura seca é inoculada o 100 g/hl ie. > 6 x 10° células o Jos o 4C e utlizados dentro dos 7 dias posteriores a sua
vidvels)/ i abertura Néo utilizar sachés moles e estragados.

Os fermentos secos da Fermentis s30 bem conhecidos porque com eles podem ser produzidos uma ampla variedade de estios de cerveja.

Para comparar nossas cepas, Fermentis realiza testes de fe condides de ot com mostos e standards (Soflager: 12°C por 48 h e logo 14'C/
Sofale e Safbrew : 20Cl &usmmm&wmmmmmmdcw Wmm nomlugaoachéhmds&emmm
Devido o impacto da levedura na qualidade final de cerveja, & do seguir as instrugdes dodas de fe aue testes de f sejom

efetuados antes de usar a nossa levedura de cerveja comercialmente.

X
Y =y
Fermentis Doy d Sllosafire
BP 3029 - 137 Rue Gabriel Péri
703 Marcg en Baroeul Cedex Frangg
81 6275
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ANEXO B — DESCRICAO DA LINHAGEM YLB4000

7

Descricdo da linhagem de levedura S. cerevisiae YLB4000, que é
comercializada nacionalmente para cervejarias e indicada para fermentacdo de
cerveja de trigo. Denominada YeastLab YLB4000 — German Weizen 01 (YeastLab
Biotecnologia). Fonte: YeastLab Biotecnologia.

YEASTLAB

YeastLab YLB4000 — German Weizen 01

Levedura proveniente da Alemanha, é a mais utilizada no mundo todo para cervejas de trigo.
Cepa versatil que pode apresentar aroma de banana (ésteres) ou de cravo (fendis), dependendo
da temperatura de fermentagdo e OG do mosto. Maior temperatura e maior OG geram mais
ésteres. Apresenta baixa floculagdo, mantendo a cerveja turva.

Floculagdo: Baixa

Atenuagdo: 72% - /6
Temperatura: 17°C - 24°C
Tolerdncia ao etanol: 10% ABV

Estilos (BJCP): Weizen, Weizenbock.

Armazenamento: Em geladeira (2°C - 8°C)

Validade: 4 meses apds a data de fabricacdo (50% de células viaveis)

Recomendagio de uso: 1 frasco (100 mL) inoculado diretamente em até 20L de mosto a 15°P
(OG 1.060).

Atencdo: O frasco pode estar pressurizado, abra com cuidado. A levedura pode ter sedimentado,
agite antes de inocular para garantir que as células serdo transferidas ao mosto

Q (16 99201-8242 - (21) 99326-0437 contato@yeastlab.com.br @ www.yeastiab.com.br
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Estrutura molecular dos alcoois superiores e ésteres quantificados em mosto

e fermentados cervejeiros. Fonte: PubChem: open chemistry database.

Acetato de etila

Alcool feniletilico

Acetato de feniletila

Alcoolisobutilico

Alcool amilico ativo

Alcoolisoamilico
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ANEXO D - CROMATOGRAMA DA CG

Cromatograma dos padrdes externos mostrando que o acetato de isoamila
possui tempo de retengcdo menor do que o de outros compostos detectados e

guantificados. Fonte: Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

Name

2-fenil-etil.

2-fenil-etanol

octanol

I

2-metil-1-propanol

1-butanol
204 butanol

3-meti

Acetaldeido

Acetato de isoamila

L

; ‘ Acetato de etila




