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“A cerveja, se bebida com moderagéo,
torna a pessoa mais doécil, alegra o
espirito e promove a saude”.

(Thomas Jefferson)



RESUMO

SALLES, Luciane B.; HORST, Guilherme B. AVALIACAO DA EFICIENCIA DA
LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae (W-34/70) REAPROVEITADA NA
PRODUCAO DE CERVEJA. 2015. 30 folhas. Trabalho de Conclus&o de Curso
(Tecnologia em Alimentos)- Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Ponta
Grossa, 2015.

A cerveja representa um mercado em constante crescimento no Brasil,
principalmente no ramo de cervejas especiais com uma maior variedade de sabores
e estilos. Sendo a fermentacdo realizada pela levedura, um processo muito
importante influenciando a caracteristica do produto final, o trabalho objetivou
analisar a composicao fisico-quimica e o crescimento microbioloégico da biomassa
durante a fermentacdo de uma cerveja Pilsen produzida artesanalmente no
laboratério da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, com reaproveitamento
subsequente da levedura por trés fermentacdes. Apds o0 preparo do mosto da
cerveja, foram separados 3 amostras da mesma brassagem para serem submetidas
a fermentacdo, Mosto A, B e C, visando 0 reaproveitamento subsequente da
levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem (W-34/70). Foram realizadas analises
microbiolégicas por contagem direta em placas, °Brix do mosto durante a
fermentacdo, assim como determinacdo do teor de etanol do ponto final de
fermentacao por cromatografia gasosa. Os resultados microbiol6gicos obtidos foram
proximos ao esperado em relacdo a literatura, com um gréafico expressando um pico
de crescimento no meio da fermentacéo e consequente diminuicdo da concentragao
de células proximo do término do processo. No entanto, para os resultados fisico-
guimicos, os valores obtidos indicaram um crescimento na concentracdo de sélidos
soluveis, sendo um resultado insatisfatorio para conclusao concisa dos dados. Para
o resultado de etanol, observou-se dentre as trés fermentacOes resultados
compativeis com a contagem de levedura. Apesar do Mosto C apresentar maior
quantidade de UFC/g, houve menor producéo de alcool em relacdo ao Mosto A e B,
indicando uma possivel diminuicdo na vitalidade da levedura durante seu

reaproveitamento.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Fermentacao. Biomassa.
Reaproveitamento.



ABSTRACT

SALLES, Luciane B.; HORST, Guilherme B. Eficiancy Evaluation of the Yeast
Saccharomyces cerevisiae (W-34/70) Reused in the production of beer. 2015.
30 pages. Term Paper (Food Science Tecnology)- Parana Federal Tecnology
University. Ponta Grossa, 2015.

Beer represents a constant growing market in Brazil, mainly in the branch of specialty
beers with a greater variety of styles and tastes. Being the fermentation performed by
yeast, a very important process in the influence of the final product, this project
aimed to analyze the physical-chemical composition and the microbiologic growth of
the biomass during the fermentation of a Pilsner beer craft brewed in the Parana
Federal Technology University lab, reusing subsequent yeast for 3 fermentations.
After the preparation of the beer wort, 3 samples of the same brew where separated
to be subjected to fermentation, Wort A, B and C, aiming the subsequent reuse of the
yeast strain Saccharomyces cerevisiae (W-34/70). Microbiological analyzes were
performed by direct plate counting, Brix of the wort during fermentation and the
determination of the ethanol content at the end point of fermentation by gas
chromatography. The microbiological results were close to expectations in relation to
the literature, with a graph expressing a growth peak in the middle of fermentation
and consequent reduction of the concentration of cells near the end of the process.
However, for the physical-chemical results, the values obtained indicated an increase
in the concentration of soluble solids, being an unsatisfactory result for concise
conclusion of the data. For the result of ethanol, it was observed within the three
fermentation results compatible with the yeast count. Although the Wort C shows
higher quantity of CFU/g, a lower alcohol production in relation to the alcohol in Wort

A and B, indicating a possible decrease in vitality of yeast for its reuse.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae. Fermentation. Biomass. Reuse.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Lei Federal n°® 8.918/94 regulamentada pelo Decreto n° 6.871/09,
Art. 36, cerveja € a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro
oriundo do malte cevada e agua potavel, por acédo da levedura, com adi¢do de IUpulo
(BRASIL, 2009).

Almeida e Silva (2005) definem cerveja como uma bebida carbonatada de teor
alcodlico entre 3 e 8% (v/v), preparada a partir de malte de cevada, lapulo, fermento
e agua de boa qualidade, sendo facultativo a adicdo de outras matérias primas como
arroz, milho e trigo. Neste sentido, 0 processo cervejeiro € composto de multiplos
estagios envolvendo a conversao biolégica de materiais in natura em produto final
(CARVALHO et al., 2006).

Entre as mais tradicionais cadeias produtivas do Brasil, o setor cervejeiro vai do
agronegocio ao pequeno varejo e esti presente em todas as cidades do pais. De
acordo com a Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja (ANUARIO, 2014),
fundada em 2012, projeta que o consumo per capita do mercado brasileiro ainda tem
um enorme potencial de crescimento. No entanto, o notavel impacto do setor no
Brasil € exposto no primeiro anuério do setor cervejeiro de 2014, em que o pais
ocupa a 242 posicdo mundial em 2012, com consumo de 68 litros por pessoa.

No atual mercado brasileiro, sdo varios os tipos de cerveja encontrados no
comércio. No entanto, a cerveja mais consumida no pais é a Pilsen, produzida em
larga escala em industrias de grande porte (ARAUJO et al. 2003 apud KUCK, L. S.
2008). Para Piccini et al. (2002 apud SCHEFFER, R. C. et al., 2013) a variacéo €&
decorrente da forma que a matéria-prima € processada, a quantidade de insumo
utilizado, a duracdo das etapas do processamento bem como 0 processo
tecnologico empregado.

Ainda de acordo com Araujo, 2003 (apud KUCK 2008), uma nova tendéncia
se mostra cada vez mais forte no Brasil, dando espaco a um produto mais
encorpado, de sabor e aroma pronunciado que sao a preferéncia de consumidores
mais exigentes em relacao a qualidade sensorial. Sendo assim, a partir do aumento
da implantacdo de microcervejarias no pais, ficou mais facil o acesso a cervejas
diferentes do tipo Pilsen (REINOLD, 1997 apud KUCK, L.S. 2008).



Angelino (1991) apud Dragone (2007) aponta que diversos compostos
volateis contribuem com o sabor, e em especial com o odor das cervejas. Sendo que
a importancia de cada um destes é determinada pela concentracéo e interagcdo com
os demais constituintes, volateis ou ndo volateis, e seu limiar de percepcao.
Carvalho et al. (2007) observou também que além dos compostos durante a
fermentacdo e maturacdo, que exercem grande impacto, o sabor da cerveja €

determinado pela matéria, pelo tipo de processo e pela levedura utilizada.

O processo industrial de cerveja, segundo Aquarone et al. (2001), consiste
basicamente em trés etapas: preparo do mosto (moagem, mosturacao, filtracéo,
fervura e clarificacdo), processo fermentativo e o acabamento de cerveja (filtracao,
carbonatacao, modificagdes no aroma, sabor e cor). Conforme Venturini (2005), “As
caracteristicas de sabor e aroma de qualquer cerveja estao determinadas, de forma

preponderante, pelo tipo de levedura utilizada.”.

Para Carvalho et al. (2006), as leveduras sdo capazes de metabolizar
eficientemente os constituintes do mosto, caldo resultante da mistura fervida de
malte e agua, rico em acucares fermentaveis. Com a finalidade de produzir uma
cerveja com qualidade e estabilidade sensorial satisfatéria, esse caldo é filtrado para

receber o lUpulo e o fermento ser transformado em alcool e gas carbénico.

Na industria cervejeira, as linhagens mais utilizadas pertencem a duas
espécies do género Saccharomyces. Segundo Varnan e Sutherland, 1997 (apud
WYLER, 2013) essa levedura & capaz de fermentar sacarose, glicose, frutose
galactose, manose, maltose e maltotriose, ou seja, grande numero de acucares
diferentes. Para Venturini (2005) a mais utilizada séo as do género Saccharomyces
cerevisiae por apresentar alta atividade fermentativa. Neste sentido, Aquarone et al.
(1983) apresentam que as duas leveduras mais utilizadas em cervejaria sdo as S.
cerevisiae e S. uvarum (S. carlsbergensis), sendo que as cervejas do tipo “Lager’
sao produzidas por S.uvarum, apresentando fermentacao profunda (baixa) e as do
tipo “Ale” por S. cerevisiae, sdo em sua maioria produzidas por fermentacéo
superficial (alta). Neste contexto, € importante ressaltar que taxonomistas de
leveduras tém designado todas as linhagens empregadas na producdo de cerveja

como pertencentes a espécie S. cerevisiae (OLIVEIRA, 2011).

De acordo com Lima et al. (2001 apud OLIVEIRA, 2011), a Saccharomyces

apresenta habilidade de se ajustar metabolicamente em presenca ou auséncia de
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oxigénio, sendo que na presenca de oxigénio uma por¢do do agucar se transforma
em biomassa, gas carbbnico e agua e, na auséncia de oxigénio, ocorre a
fermentacao alcodlica na qual a maior parte é convertida em etanol e gas carbénico.
Com a finalidade de promover o crescimento e o reviramento do fermento, o
processo de aerobiose é energeticamente mais eficiente do que o0 processo
anaerobio, que por sua vez promove a conversdo do agucar em etanol e gas
carbbnico, ou seja, a transformacdo do mosto em cerveja.

Conhecida como uma levedura ascomicética gemulante tipica, Saccharomyces
cerevisiae € utilizada no processo de fermentacdo para a producdo de bebidas
alcoolicas. Para Pelczar Jr. et al. (2004 apud CARVALHO, B. M et al. 2006), cepas
desta espécie representam grande importancia econdmica e tém sido empregadas
na cervejaria e padaria a milhares de anos. Hammond (1995 apud RIBEIRO, C. A. F,
1999) destaca como constantes fontes de interesse, a sua produtividade e a
eficiéncia de fermentacdo, a tolerancia ao etanol e a temperatura, a resisténcia as
altas concentracdes de acucares, a habilidade de flocular e de produzir ou néao
certos componentes do aroma das bebidas e a propriedade de produzir metabdlitos
anti-contaminantes, carater “Killer”.

Apbés o término da fermentacdo alcodlica em um processo industrial, as
leveduras sdo separadas do produto ou residuos produzidos, devido obtencao de
um volume consideravel de residuo Umido cervejeiro (RUC). De acordo com Santos
e Ribeiro (2005), o residuo Umido pode ser obtido na primeira etapa do preparo do
mosto, resultando na obtencdo do bagaco de malte na etapa de filtracdo e também,
ao final do processo de fermentacéo do mosto pela acao das leveduras, encontra-se
um rejeito solido composto pela levedura e matéria prima utilizada. Souza (2004)
afirma que além da levedura, o residuo de cervejaria pode se apresentar nas formas
de residuo umido, prensado e seco.

Devido a alteracdo na composi¢cdo das matérias-primas e também dos efeitos
do processamento, os residuos de cervejaria apresentam grande variacdo em sua
composic¢ao nutricional. Sendo assim, por serem produzidos em larga escala e por
nao apresentarem problemas com a sazonalidade, sendo possivel adquirir o produto
em qualquer época do ano, o residuo cervejeiro apresenta destague no quesito de
reaproveitamento trazendo beneficios econémicos e ambientais. Para Giordano
(2000), o desenvolvimento dos processos de transformacdo de alimentos com a

evolucédo do agronegdcio e da industria levou a geracdo de muitos residuos, sendo
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este um dos principais problemas ambientais do mundo. Ademais, independente do
regime politico ou sistema econémico, 0 meio ambiente é uma das preocupacdes
centrais de todas as nacles, sendo um dos assuntos que despertam grande
interesse em todos os paises. Para Blanco e Link (2001 apud ROCHA et al., 2005),
as consequéncias dos danos ambientais ultrapassam fronteiras, atingindo até
mesmo regides diferentes.

Para minimizar a poluicdo ambiental da inddstria, estes residuos podem ser
encaminhados como um novo produto para demais setores. De acordo com a
reportagem da Revista Pequenas Empresa, Grandes Negocios (2011 apud
SCHEFFER, R. C. et al., 2013), uma destas inova¢fes sustentaveis para reduzir 0s
custos da producdo da bebida e ainda cuidar do ambiente, foi a criacdo de um
dispositivo que transforma os residuos resultantes da fabricacdo de cerveja em
energia. Assim, a partir de residuos € produzida uma substancia chamada de BOB
(Biphase Orbicular Bioreactors), que funciona como combustivel para geracdo de
energia. De acordo do Souza (2004), esses residuos também podem ser utilizados
para alimentacdo de ruminantes, como concentrado protéico, reduzindo assim
custos de alimentagéo.

Nesse sentido, ao avaliar técnicas como tratamento e purificacdo como
métodos adotados para viabilizar a incorporacédo de levedura em alimentos e outras
preparacdes alimentares, assim como a eficiéncia as Saccharomyces cerevisiae
guando de subsequentes reutilizacbes em fermentacdes, 0 presente trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade da levedura reaproveitada na producdo de
cerveja, visando contribuir para o reaproveitamento da biomassa na atividade
artesanal de fabricacdo de cerveja e também, com a diminuicdo de custos e

possiveis impactos ambientais.
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2 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados insumos adquiridos na microcervejaria
BodeBrown e as andlises descritas, bem como a producdo da cerveja foram
realizadas nos laboratorios de: Vegetais, Microbiologia, Métodos Instrumentais e

Carnes, da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Ponta Grossa.

2.1 PRODUCAO DA CERVEJA

Inicialmente foram sanitizados com &lcool 70° GL os seguintes materiais:
recipiente em aco inox com capacidade total para 30L contendo filtro bazuca,
recipiente em ac¢o inox com capacidade de 50L para fervura do mosto, galdo plastico
com capacidade de 20L destinado para fermentacdo e 2 galBes plasticos com
capacidade de 5L para as duas fermentacdes de reutilizacdo do fermento.

A primeira etapa para producdo da cerveja foi a moagem seca do gréao
Pilsen Agréria (Agromalte) com Moedor de disco GUZZO-funil longo. Os gréos foram
moidos de tal forma a ndo permitir a formacdo de farelos e nem a passagem de
graos inteiros, sendo o ideal, grdos apenas quebrados (AQUARONE, et. al 1983).

Com objetivo de promover a gomificacdo e posterior hidrélise do amido e
acucares, realizou-se a mosturacdo, que compreende na mistura do malte moido
com agua e, caso necessario, a adicdo de complemento (AQUARONE et al. 1983).
Para isso, foram adicionados 15 L de agua do poco artesiano localizado na prépria
Universidade, na proporcédo 3L/Kg de malte e aquecidos até 55°C em recipiente de
aco iNOX. Os graos moidos
(5 kg) foram adicionados na panela para cozimento dos gréaos onde foram aplicados
algumas faixas de temperatura para que as enzimas presentes pudessem fazer as
transformacdes de amido para aclUcares simples e também para que algumas
proteinas do mosto fossem solubilizadas.

Para solubilizar a maior quantidade possivel de matérias hidrossoluveis do
malte e dos adjuntos de fabricagcdo empregados, foi realizado a brassagem. Sendo
assim, iniciou-se a brassagem (cozimento) em fogao industrial com boca de alta

pressdo, aplicando a primeira rampa de temperatura com um repouso térmico de
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50°C por 30 minutos conforme demonstra o Gréafico 01. Apds esse tratamento a
temperatura foi elevada até 66°C e mantida por um tempo de 30 min. Finalmente, a
tltima aplicacdo de calor, com uma temperatura de 75°C por 10 min foi realizada
(VICENTE et al. 1996).

Temperatura de Brassagem

80

70 e

60 /

50

40
30

20
10

Temperatura

Temperatura °C

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100‘

Tempo ‘

Gréfico 01 — Temperatura utilizada durante a Brassagem

Fonte: autoria propria (2015)

Com adaptacbes a metodologia descrita por Herrero (2006 apud SILVA et
al., 2009), afim de clarificar o mosto para eliminar as impurezas, utilizou-se da
mesma panela de brassagem para fazer a recirculacdo do mesmo. Com o auxilio de
uma jarra de graduacdo de 1 L foi recirculado um total de 5 L de mosto, para
posterior filtracdo da cerveja. Concluido a clarificagcdo, iniciou-se o processo de
filtracdo transferindo o mosto ja cozido para uma panela de aco inox. Os graos foram
separados do liquido utilizando o Filtro Bazuca. Simultaneamente com a filtracao,
foram adicionados 15 L de agua para lavagem dos gréos sendo entédo iniciado o
processo de fervura.

No presente estudo foi escolhido o lupulo modelo FUGGLE em pellet, sendo
que na producdo em questdo a inclusdo dos lupulos foi dividida em trés momentos
distintos com a quantidade de 15 g por vez. A primeira adicdo aconteceu no comego
do processo de fervura (0 min) o segundo ap6s 10 min do inicio e o ultimo com
60min de fervura, deixando assim, mais 20 min restantes para cessar esse
processo, totalizando 80 min totais de fervura (ALMEIDA E SILVA, 2005).
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Apbs o processo de ebulicdo, foi realizado o resfriamento de 20 L do mosto
com o auxilio de um Chiller (serpentina de cobre), a fim de abaixar a temperatura
deste até 20°C. Resfriado, o mosto foi dividido em trés amostras, a primeira com 16
L (Mosto A), foi encaminhada diretamente para a fermentacdo. As outras duas
amostras com 2 L cada (Mosto B e C), acondicionadas em um recipiente de vidro
previamente esterilizado, foram armazenadas no freezer do laboratorio de
Microbiologia até o momento da fermentacdo, sendo que as reinoculacbes destes
aconteceram em dias distintos e, para o descongelamento, as mesmas foram

retiradas do freezer e mantidas em temperatura ambiente até a estabilizacdo a 20°C.

2.2 FERMENTACAO

Para a inoculacdo do Mosto A foi adicionado 11,5 g de levedura liofilizada,
FERMENTIS SAFLAGER W-34/70 (baixa fermentacdo) aos 16 L do mosto
preparado, que foi enviado imediatamente para uma geladeira com temperatura
controlada por termostato para inicio da fermentacao.

ApoOs a primeira fermentacao, retirou-se o mosto fermentado do fermentador
por sifonacdo. O volume restante do fundo do fermentador, a pasta de levedura, foi
acondicionado em um frasco de 1 L, previamente esterilizado, e submetido a
refrigeracdo (08 a 10°C) por aproximadamente 24 horas.

Para realizar a reinoculacdo dos Mostos B e C, agora com a levedura em
pasta e com menos mosto cervejeiro, calculou-se a propor¢cdo em relacdo ao peso
inicial da levedura liofilizada. Foi realizado o célculo de peso seco da pasta de
levedura e verificou-se que 1,44 g de biomassa deveria ser reinoculada, ou seja,

aproximadamente 4 mL.

2.2.1 Peso Seco da pasta de levedura

O peso seco da pasta de levedura foi determinado por desidratagdo em
estufa convencional a 70°C até peso constante. Desta forma, a biomassa da do

Mosto A foi centrifugada e lavada com agua destilada por trés vezes antes de sofrer
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dessecacao. O resultado obtido foi de 1,449 (correspondendo a 3,7mL) de levedura
em pasta a ser reinoculada em 2 L de mosto.

A fermentacdo da cerveja ocorreu conforme fluxograma apresentado na
Figura 1, onde os mostos A, B e C seguiram 0S mesmos parametros de
fermentacdo. A fermentacdo teve seu inicio com temperatura aproximada de 10°C
durante 72 horas e entdo a temperatura foi elevada a 15°C e mantida até o final da

fermentacao, totalizando nove dias completos de processo.

Aproximadamente 50 mL do fermentado foram retirados a cada 48 horas
(tubo Falcon), durante cinco dias (0, 48, 96, 144 e 192 horas). A cada coleta, para
gue houvesse uma dispersdo da pasta de levedura (biomassa) pelo ambiente
fermentativo, o fermentador foi homogeneizado, propiciando uma amostra mais
representativa do todo. Este procedimento foi realizado para todas as fermentacgdes.
Paralelamente ao processo produtivo, o0s tubos coletados eram

encaminhados para o laboratério de microbiologia para andlise microbiol6gica e

armazenados sob congelamento para posterior andlise fisico-quimica.
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Figura 01 — Fluxograma das fermentagdes

Fonte: autoria prépria (2015)
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2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As contagens microbiologicas, para as trés fermentacdes (Mosto A, B e C),
foram realizadas em intervalos de 48h. Foram preparadas seriadas a partir de 1 mL
das amostras, para submeté-las a metodologia de Contagem Direta em Placas, com
Semeadura em Superficie com Alca de Drigalski, utilizando o meio de cultura YMA
"Yeast Malt Agar” (SILVA et al, 2010).

2.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MOSTO FERMENTADO

2.4.1 Densidade

As analises de densidade foram realizadas segundo metodologia descrita
por Adolfo Lutz — Densidade relativa a 20°C/20°C com picndometro (IAL, 2008, p.
411).

2.4.2 Soélidos Solaveis

Os meios foram submetidos a analise de °Brix em refratbmetro de bancada,

determinando assim os agUcares totais e demais substancias sollveis no mosto.

2.4.3 Determinacéo do teor de etanol

A determinacao do teor de etanol foi realizada por cromatografia gasosa nas
amostras do ponto final de fermentacdo dos mostos A, B e C.

2.4.3.1 Preparo das amostras para coleta do headspace

As amostras do mosto fermentado foram colocadas em frascos com

capacidade de 20 mL, na quantidade de 6mL, onde foram colocados 100 uL de



18

padrdo interno (Hexanol, Merck) e 1 g de sulfato de sodio anidro. Os frascos foram
fechados com tampa de silicone e lacre de aluminio. Antes da coleta dos compostos
volateis, as amostras permaneceram a 60°C sob agitacdo no forno do injetor

automatico (cromatografo gasoso Young Lin Instrument) durante 10 minutos.

2.4.3.2 Andlise cromatografica de compostos volateis

A analise do etanol foi realizada em cromatégrafo gasoso Young Lin
Instrument- YL 6100 GC, equipado com detector de ionizagdo de chama - FID,
coluna capilar (Phenomenex) de 30 m de comprimento, com diametro interno de 25
mm e filme de ZB-WAX com 0,25 pm de espessura. A temperatura do injetor foi de
200°C, do detector de 230°C e o gas de arraste foi o nitrogénio a um fluxo de 2
mL.mint. A técnica de injecdo foi split 1:1,2 e foi utilizado o modo de injecéo
automética do CG, com volume de 1000uL. As condigBes de andlise foram com
programacdo de temperatura inicial a 40°C por 2 minutos, elevagdo de 10°C.mint
até 230°C, permanecendo nesta temperatura por 5 min.

O etanol foi identificado comparando o tempo de retencdo com o obtido na
solucéo de referéncia. Para a quantificacdo do etanol foi utilizada a equagéol.

C=Ah.1l (Equacéo 1)

T =

[

Onde:

C = concentragdo do componente (mg.L™?)

A= concentracgdo da substancia na solucéo de referéncia (mg.L™)
h = &rea do pico da substancia na amostra

H = &rea do pico da substancia na referéncia

| = &rea do pico do padréo interno na referéncia

i = area do pico do padrdo interno na amostra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas trés fermentagcdes com reaproveitamento da
biomassa, efetuadas com a linhagem Saccharomyces cerevisiae (W-34/70) foram

organizados, descritos e discutidos conforme os parametros analisados.

3.1 CONTAGEM MICROBIOLOGICA

As andlises microbiologicas demonstraram nas trés fermentagfes aumento
do numero de células, caracterizando a fase de crescimento exponencial, que chega
a um ponto maximo de desenvolvimento e diminui proximo ao final das
fermentacdes.

O Grafico 02 indica as leituras do crescimento da Saccharomyces cerevisiae
em UFC/g do Mosto A, B e C, no qual é possivel observar que a curva de
crescimento foi semelhante nas trés fermentacdes, exceto na transicdo entre as
andlises realizadas no momento 144 e 192 horas da primeira fermentacédo (Mosto
A), onde houve aumento de 1,87x10° UFC/g para 3,5x10° UFC/g configurando um

possivel erro de amostragem ou das técnicas da Contagem Direta em Placas.

Saccharomyces cerevisiae

0o
S~

rd

=) —— Mosto A
L]

=1 Mosto B

== Mosto C

A g

OH 48H 96H 144H 192H
Tempo (h)

Gréfico 02 — Contagem de levedura em 108 UFC/g das trés fermentacdes (Mosto A, B e C)

Fonte: Autoria propria (2015)
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Na segunda fermentacdo, Mosto B, houve uma contagem muito baixa de
UFC/g em todos os horarios. Comparando os valores com as outras duas
fermentacdes realizadas, nota-se que os resultados obtidos ficaram abaixo da leitura
minima dos demais mostos. Essa diminuicdo de UFC/g do Mosto B pode ser reflexo
de possiveis interferéncias externas (tratamento biomassa) ou devido o célculo de
equivaléncia do inéculo. O calculo realizado (peso seco) pode nao ter relagédo direta
com a quantidade de levedura utilizada na primeira fermentacédo (Mosto A), uma vez
que ndo é possivel afirmar que todas as células presentes na biomassa estavam
viaveis, levando em consideracdo que o peso obtido contabilizava células que
possivelmente estariam inativas. Ademais, o Mosto A foi fermentado com levedura
liofilizada, sendo este o mosto controle.

De acordo com Lima (2004) apud Pacheco (2010), os micro-organismos
reciclados ndo necessitam consumir substrato para a fase de crescimento e ja estdo
aptas ao meio, sendo que apoés o término da fermentacdo alcodlica, a fim de evitar
contaminacdes, as leveduras devem ser separadas do produto e ou residuo
produzido. No presente trabalho, a biomassa no final da primeira fermentacao
(Mosto A) foi submetida a condi¢bes diferentes que a mesma se encontrava até o
altimo horario do mosto fermentado, pois apds separacdo por sifonacdo, a pasta
Uumida foi acondicionada e armazenada sob refrigeracdo (08 a 10°C). Ou seja, ao
promover a queda forcada na temperatura e também escassez de nutrientes, que
até entdo era proporcionado pelo mosto da cerveja, compreende-se que a
viabilidade de células presentes na borra podem ter sido comprometidas, justificando
a baixa contagem e desempenho das leveduras na segunda fermentacéo, pois ao
ser reinoculadas, iniciaram novamente uma fase de adaptacao.

As leveduras sofrem varios tipos de estresse durante a fermentacéo. Bai e
Moo-Young (2008 apud PACHECO, 2010) afirmam que a consequente inibicdo do
crescimento celular e producdo de etanol pode ser em resposta ao meio, como
deficiéncia nutricional, alta temperatura e contaminacdo e também, pelo proprio
metabolismo da levedura.

Os resultados para a terceira fermentacdo, Mosto C, grafico 2, evidenciam o
grande crescimento da concentracdo de leveduras, registrando a mais alta entre as
demais fermentacdes. Sugere-se que a partir do inicio da fermenta¢do do Mosto B, a
levedura entrou em processo de adaptagcdo do meio, e nao foi submetida a

condi¢cbes diferentes quando foi inoculada no Mosto C, onde ja estava adaptada,
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podendo atingir contagens maiores, justificando uma alta contagem para o Mosto C.
Além disso, no Mosto A, onde obteve o segundo maior crescimento, as cepas
utilizadas para inoculacao, estavam liofilizadas. Portanto, € preciso considerar que
muitas cepas liofiizadas nem sempre conseguem re-idratar-se de maneira
adequada apds o processo de liofilizagdo, mantendo-se inviaveis.

Com o célculo de peso-seco realizado apdés a primeira fermentacdo, a
qguantidade calculada proporcionalmente, pode ter apresentado diferencas entre
biomassa liofilizada e a pasta de leveduras, justificando as diferencas encontradas
nas contagens dos Mostos A, B e C.

O grafico do crescimento das leveduras nao gerou informacfes muito
precisas em relacdo a fase estacionaria da populacdo dos micro-organismos. Tal
problema pode ser compreendido, devido a periodicidade estabelecida para as
amostragens, que ndo permitiram verificar ap0s atingir a populacdo méaxima por
quanto tempo esta populacdo se manteve antes de entrar em declinio ou morte.
Num préximo experimento acredita-se ser necessario estabelecer mais pontos de

amostragens entre 48h e 144h.

3.2 DENSIDADE

As analises de densidade foram realizadas segundo metodologia descrita
por Adolfo Lutz — Densidade relativa a 20°C/20°C com picnéometro (IAL, 2008, p.
411). No entanto, os resultados obtidos podem ter sofrido influéncias externas. Por
acreditar que a falta de precisao da balanca e do picnémetro, pode ter mascarado 0s
resultados, optou-se em ndo apresenta-los e discuti-los neste momento. Indicamos
num préximo experimento realizar densidade a partir de metodologias mais

confiaveis e indicadas para a amostra em questao.

3.3 SOLIDOS SOLUVEIS

Os graficos 03, 04 e 05 apresentam os resultados dos solidos solaveis em
°Brix e o crescimento microbiolégico de cada fermentacao, respectivamente.
Em contradicdo com a literatura (LIMA et al., 2001 apud OLIVEIRA, 2011),

durante a primeira fermentacdo observou-se aumento dos soélidos soliveis. E
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possivel observar no Gréfico 03 que durante os trés primeiros horarios, os sélidos
mantiveram resultados constantes, sendo que apdés o0 pico de crescimento de
levedura (96h) e posterior queda devido a atividade metabdlica da Saccharomyces
cerevisiae, a quantidade de sélidos aumentou, podendo sugerir que 0S micro-
organismos pudessem ter quebrado moléculas de aguUcares para utilizagdo, ou

talvez produzido outros compostos que contaram como soélidos soluveis.

Mosto A
8,0 - - 900
7,0 - - 800
6,0 - - 700
- 600
50 - o
E 40 - - 500 § Sélidos Soluveis (°Brix)
o - 400 &
3,0 - - .
- 300 —o— Crescimento Lededura ( 1076
i UFC
2,0 L 500 /8)
1,0 - - 100
0,0 | guim 0
Oh 48h 96h 144h 192h
Tempo (h)

Gréfico 03 — Resultado comparativo do crescimento da levedura (10° UFC/g) e sélido sollveis
durante a primeira fermentacéo (Mosto A).

Fonte: Autoria propria (2015)

Os resultados obtidos na segunda fermentagdo, Mosto B, também indicam
aumento de solidos soluveis. No entanto, diferente da primeira fermentacéo, esta
apresentou valores altos de soélidos desde o inicio da fermentacdo. No pico de
crescimento da levedura (96h) houve queda de solidos soluveis, sendo que nos dois
ultimos horarios (144 e 192h), os valores de °Brix retomam suas posi¢oes, indicando
uma quantidade de sélidos muito préximos do valor inicial.

Apés a multiplicacdo das células e elevacéo lenta e gradual da temperatura
do meio na pré-fermentacéo, segundo Antonini (2004), entre cinco e seis horas, com
pouca espuma, inicia-se a fermentacéo principal. Essa é reconhecida pela elevacao
rapida da temperatura e queda da densidade do mosto por causa do

desaparecimento dos agucares e da formacdo equivalente do alcool. No entanto,
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como pode ser analisado no Grafico 04, ndo houve queda dos so6lidos mesmo com o

crescimento e demais atividades da levedura em tempo gradual.

Mosto B
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7,0 - - 800
6,0 - - 700
- 600
50 - )
g 40 - 500 g Sélidos Soluveis (°Brix)
° - 400 <
3,0 =1
- 300 —e— Crescimento Lededura (106
2,0 b - 200 UFC/g)
1,0 + - 100
0,0 > — cw/v T * — 0
Oh 48h 96h 144h 192h
Tempo (h)

Gréfico 04 — Resultado comparativo do crescimento da levedura (108 UFC/g) e sélido sollveis
durante a segunda fermentac¢do (Mosto B).

Fonte: Autoria propria (2015)

Para a terceira fermentacdo, como demonstra o Grafico 5, da-se inicio a
fermentacdo com valor de 5,5 °Brix, havendo em seguida uma diminuicdo para 3,2
°Brix. Ao contrario dos outros processos fermentativos, este, apresenta uma queda
no segundo momento, 48 horas, mas em sequéncia volta a apresentar valores mais
altos do que indica a literatura, comparando-os com a atividade fermentativa dos
respectivos horarios. A partir deste horario, os resultados apresentaram um
crescimento para os valores de soélidos solaveis como pode ser visualizado no

Gréfico 05, contrariando os resultados esperados.
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Gréfico 05 — Resultado comparativo do crescimento da levedura (108 UFC/g) e sélido sollveis
durante a terceira fermentagcdo (Mosto C).

Fonte: Autoria propria (2015)

3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE ETANOL

Um dos metabdlitos mais excretados pela levedura durante a fermentacéo é
o etanol, sendo este passivel de se tornar substrato em aerobiose e também,
ocasionar a queda na viabilidade da levedura por se mostrar toéxico (KOTIAHO et al.,
1995 apud SANTOS, 2005).

Os niveis de producdo de etanol aqui apresentados referem-se ao total
obtido no ultimo horério (192h) de cada fermentacdo - Mosto A, B e C. A andlise do
Gréfico 06 revela que a producdo de etanol no Mosto A foi superior quando
comparado aos demais. No Mosto B, onde teve menor quantidade de leveduras
houve menor teor alcodlico.

De acordo com dados da pesquisa realizada por Santos (2005), a
fermentacdo do projeto desenvolvido pelo autor foi interrompida com 80% de
consumo de agucares fermentaveis e os niveis de etanol atingiram em meédia 30g/L.
Guido et al. (2004 apud SANTOS, 2005) apontam que niveis acima de 45g/L em
pleno processo fermentativo, como confirmado em trabalho feito pelo autor, podem

impedir o crescimento e a multiplicacdo da levedura no processo cervejeiro,
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considerando que a maioria das linhagens de levedura usadas na cervejaria, como

confirmado por Watier (1990 apud SANTOS, 2005), tem somente tolerancia

moderada ao etanol.
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Etanol g/L

Mosto A Mosto B Mosto C

Gréfico 06 — Resultado comparativo do crescimento da levedura (10® UFC/g) e producéo de

etanol (g/L) durante o ultimo horério das trés fermentac8es (Mosto A, B e C).
Fonte: Autoria propria (2015)

Observa-se que a formacéo de alcool se apresentou proporcional ao nimero

de Saccharomyces cerevisiae em atividade nas trés fermentacfes. A diminuicdo do

teor alcodlico do Mosto C, apesar de apresentar maiores quantidades de levedura

em relacdo a fermentacdo anterior, pode indicar uma possivel diminuicdo da

vitalidade desses micro-organismos. Para Jeffries, 2005 (apud SANTOS, 2005), a

producdo eficiente de etanol por micro-organismos esta diretamente relacionada

com sua carga genética.
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4 CONCLUSAO

Visando contribuir para o reaproveitamento da biomassa na atividade
artesanal de fabricacéo de cerveja e também para diminuicdo de custos e impactos
ambientais, o presente projeto mostrou a possibilidade de produzir cerveja a partir
da subsequente utilizacdo da biomassa das fermentacdes antecedentes.

No entanto, a pesquisa em questdo apresentou resultados contraditorios em
relacdo aos dados encontrados na literatura, mostrando um aumento de sélidos
solaveis, evidenciando a necessidade de realizar andlises especificas de acucares
totais e redutores, que poderiam elucidar o que ocorreu nas fermentacoes.
Entretanto, os resultados de teor de etanol deixaram claro que o reaproveitamento
da biomassa pode ser realizado, pois houve producdo de alcool com as
subsequentes reutilizacbes da biomassa, embora o teor alcodlico tenha sofrido
variacOes de acordo com a quantidade e a fase da biomassa do mosto no momento
analisado.

Os resultados evidenciaram também a necessidade de unificar a forma de
inoculacdo das leveduras em todos o0s experimentos, padronizando o in6culo com

contagens de leveduras viaveis por Camara de Neubauer.
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