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APRESENTACAO

As obras As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente
Volume 1, 2, 3 e 4 abordam os mais diversos assuntos sobre métodos e ferramentas
nas diversas areas das engenharias a fim de melhorar a relagdo do homem com o
meio ambiente e seus recursos.

O Volume 1 esta disposto em 31 capitulos, com assuntos voltados a engenharia
do meio ambiente, apresentando processos de recuperacao e reaproveitamento de
residuos e uma melhor aplicagdo dos recursos disponiveis no ambiente, além do
panorama sobre novos métodos de obtencao limpa da energia.

Ja o Volume 2, esta organizado em 32 capitulos e apresenta uma vertente ligada
ao estudo dos solos e aguas, com estudos de sua melhor utilizagdo, visando uma
menor degradacao do ambiente; com aplicagdes voltadas a construgao civil de baixo
impacto.

O Volume 3 apresenta estudos de materiais para aplicacéo eficiente e econémica
em projetos, bem como o desenvolvimento de projetos mecénico e eletroeletrbnicos
voltados a otimizac&o industrial e a reducéao de impacto ambiental, sendo organizados
na forma de 28 capitulos.

No ultimo Volume, sdo apresentados capitulos com temas referentes a engenharia
de alimentos, e a melhoria em processos e produtos.

Desta forma um compendio de temas e abordagens que facilitam as relacées
entre ensino-aprendizado sdo apresentados, a fim de se levantar dados e propostas
para novas discussdes em relagdo ao ensino nas engenharias, de maneira atual e
com a aplicacao das tecnologias hoje disponiveis.

Boa leitura

Henrique Ajuz Holzmann
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CAPITULO 8

COMPARACAO DE LEVEDURAS CERVEJEIRAS SECA

Camila A. Carazzato

E-mail: camila.carazzato@usp.br
Mario L. Lopes

Sandra H. da Cruz

RESUMO: A fermentacdo alcodlica do mosto
cervejeiro, resultado do metabolismo de
leveduras inoculadas ao meio, desempenha
influéncia no perfil da bebida produzida
(WHITE, 2010). Assim, o presente trabalho
teve como objetivo identificar as diferencas
entre parametros indicadores de qualidade da
cerveja durante e ao término da fermentacao
por Saccharomyces cerevisiae na forma
seca e umida. Foram conduzidos 6 ensaios
de fermentacdo, sendo 2 tratamentos com
3 repeticOes cada. A cada 24 horas, durante
7 dias,
microbiologicamente cada amostra. Ja ao final

analisou-se fisico-quimicamente e

da fermentacdo, foram realizadas analises
de parecer sensorial e quantificacdo de
compostos volateis, para construir seus perfis
organolépticos. Os resultados encontrados
indicaram que as cervejas produzidas com
as leveduras avaliadas neste trabalho nao
apresentaram diferencas marcantes quanto
a velocidade de fermentagcdo e atenuacao
do mosto. Porém, as leveduras diferiram na
viabilidade celular, o que pode afetar a qualidade
da bebida.
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ABSTRACT: The alcoholic fermentation of
the brewer’s wort, a result of the metabolism
of yeasts inoculated in the medium, influences
the profile of the beverage produced (WHITE,
2010). Thus, the present work had as objective
to identify the differences between parameters
indicators of beer quality during and at the end of
the fermentation by Saccharomyces cerevisiae
in dry and humid form. Six fermentation trials
were conducted, two treatments with three
replicates each. Every 24 hours, for 7 days, each
sample was analyzed physically-chemically and
microbiologically. At the end of the fermentation,
sensorial analysis and quantification of volatile
compounds were performed to construct their
organoleptic profiles. The results showed that
the beers produced with the yeasts evaluated
in this work did not show marked differences in
the fermentation speed and the attenuation of
the wort. However, yeast differed in cell viability,
which may affect the quality of the beverage.

INTRODUCAO

O Brasil posiciona-se entre os trés maiores
produtores de cerveja no mundo (13 bilhdes
de litros por ano), e com consumo per capita
de 62 litros demonstra potencial de mercado
crescente, haja vista que esses numeros
representam menos da metade do consumo
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por pessoa na Republica Checa e pouco mais da metade dos numeros na Alemanha
(CERVBRASIL, 2016).

A qualidade do produto final, segundo o SEBRAE (2015), é fundamental
para conquistar consumidores. Espera-se que a industria nacional possa ofertar
cervejas microbiologicamente, quimicamente e, consequentemente, sensorialmente
qualificadas, de forma continua e padronizada, conquistando cada vez mais o mercado
mundial (SEBRAE, 2017). Segundo White, Zainasheff (2010), a fermentacédo do mosto
cervejeiro, resultado da inoculagao de leveduras ao mosto cervejeiro, desempenha
papel crucial neste quesito.

As leveduras s&o micro-organismos unicelulares que transformam o acucar
do meio em etanol, gas carbbnico, energia e compostos secundarios, como ésteres
e fendis, que sdo os responsaveis por parte do sabor e aroma do produto final
(HUGHES, 2013). Estes compostos tém uma grande influéncia sobre a cerveja pronta,
e sua sintese esté ligada as condi¢des fisiologicas das leveduras utilizadas (WHITE,
ZAINASHEFF, 2010).

Existem muitas espécies diferentes de leveduras, sendo Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces pastorianus as mais usadas na fabricacdo de cervejas
(HUGHES, 2013). Além da producéo de compostos secundarios, outros parametros
diferenciam as cepas de leveduras, como sua taxa de crescimento, cinética de
fermentacédo, capacidade de atenuacédo e floculacdo, etc. (HUGHES, 2013). Estas
diferencas fisiologicas e metabdlicas irdo resultar o produto final quanto ao teor
alcodlico, corpo, textura, carbonatacéo, turvacao, formacao de espuma, aroma, sabor,
off-flavors, etc. (WHITE, ZAINASHEFF, 2010).

A operacao de secagem das leveduras facilita a estocagem, o transporte e
a comercializagcao do insumo (JOSIC, 1982). Porém, a levedura para se tornar
desidratada passa por um processo que, apesar de ndo matar, estressa suas células,
retardando o inicio da fermentacao (WHITE, ZAINASHEFF, 2010). Por isso, espera-se
que fermentos liquidos possuam maior viabilidade (WHITE, ZAINASHEFF, 2010).

A fim de atingir exigéncias mercadolégicas atuais, pretende-se com os dados
gerados neste estudo disponibilizar conteudo cientifico sobre o desempenho
fermentativo das leveduras ofertadas na forma seca e umida.

MATERIAL E METODOS

Materiais

Extrato de malte liquido ndo lupulado (Bavarian Pilsner — Weyermann), levedura
seca Safale S-04 (Saccharomyces cerevisiae — Fermentis/Lesaffre) e levedura umida
FTO08C (Saccharomyces cerevisiae — Fermentec). Os meios de cultivo foram: Difco
Plate Count Agar (Becton, Dickinson and Company), Bacto Agar (Becton, Dickinson and
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Company), Difco YPD Broth (Becton, Dickinson and Company), Difco Lactobacilli MRS
Broth (Becton, Dickinson and Company). Os antibi6ticos actidiona (Sigma), tetraciclina
(InLab) e cloranfenicol (InLab) foram utilizados para a preparagcdo dos meios de
cultura. Oleo de imersao (Merck), Sulfato azul de nilo (Merck), corante azul de metileno
(Merck), eritrosina (Merck) e solugao tampao fosfato de sédio (Synth) foram utilizadas
para analises no microscopio 6ptico. Os equipamentos utilizados foram: Destiladora
de agua Millipore 60 litros, Deionizadora de agua Millipore, Agitador de tubos Phoenix
A856, Centriguga Sigma 1-15K, Autoclave Phoenix, Balanca digital BEL, Ultrafreezer
Indrel, Incubadora Marconi, Banho Maria Marconi MA 159, Camara de fluxo Bioflux Il
90?, Refratbmetro Atago RX-500, Phmetro Micronal B474, Microscopio Nikon Eclipse
E200, BOD Tecnal TE-371, Camara fria Frilux, Centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E.

Analises

A cada 24 horas foram realizadas amostragens de cada frasco de fermentacao,
até atenuacédo completa do mosto cervejeiro. As andlises realizadas foram: velocidade
fermentativa, atenuacéo, taxa de crescimento, brotamento e viabilidade das células;
contaminacgdo bacteriana. Ao final da fermentacdo foram realizadas anélises de
parecer sensorial e a quantificacdo de compostos volateis.

A velocidade de fermentacédo foi determinada por pesagem em balanca de
precisdo com base na perda de massa devido a formagéo de CO,. O grau de atenuagéo
foi determinado a partir da reducéo do Brix por refratbmetro.

A floculagéo foi avaliada visualmente durante o transcorrer das fermentacoes e
classificada quanto a sua intensidade nas categorias apresentadas na Tabela 1.

. Intensidade da
Descricéo

floculagéo
Levedo sem floculag@o, com células distribuidas de forma uniforme no meio de i
fermentacao
Levedo levemente floculado, sem formagéo de grumos, mas com pequeno +
volume decantado no fundo do frasco.
Levedo parcialmente floculado, formando pequenos grumos em suspenséao e .

levando a separacao de fases quando em repouso.

Levedo floculado, caracterizado pela formacéo de sedimento no fundo do
frasco de fermentacéo e grumos facilmente visiveis a olho nu causando a +++
separacéo de fases.

Levedo fortemente floculado com grande volume de sedimentos e grumos

~ . . ++++
semelhantes a graos de areia ou leite talhado.

Tabela 1. Descricéo e intensidade da floculagéo do levedo durante a fermentacéo.

A determinagdo da populagéo, brotamento e viabilidade celular foi realizada
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por contagem em microscopio Optico conforme descrito por Cherubin (2003). A
determinacdo da contaminacao bacteriana foi realizada conforme metodologia descrita
por Amorim et al. (1982).

O parecer sensorial foi construido através de analises descritivas visual, olfativa
e gustativa, feitas por profissionais do Laboratério de Tecnologia e Quimica de Bebidas
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, conforme metodologias descritas
por Lé et al. (2008), Jack, Piggott (1992) e Piggott (1990).

Os compostos volateis foram determinados por cromatografia gasosa. As anélises
foram realizadas pelo laboratério de Tecnologia de Alimentos da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, conforme metodologia descrita por Bortoletto, Alcarde
(2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A liberagcao de CO, pelas duas leveduras foi similar, como mostrado na Figura 1

e 2.
70 +
60 +
o 50
S
wo 40
30
1] + t t + + + d
0 24 48 72 96 120 144 168
horas
—@-Llevedura seca —@-Llevedura liquida
Figura 1. Liberacao de CO2 produzido por fermentacao alcodlica das linhagens tipo ale
—_ 12 —+
Y
lg 0’5 4+
H
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&
ﬁ 04 +
?2; 0.2
°
S
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Figura 2. Velocidade fermentativa das leveduras seca e umida por 168 horas.
Aatenuacao se mostrou coerente com tal resultado ao longo de todo 0 experimento
(Figura 3).
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Brix
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Figura 3. Atenuacgéo do Brix pelas leveduras seca e Umida.

A floculacao e sedimentacao foi similar entre todas as amostras (Tabela 2).

Floculagdo 0 24 48 n 96 120 144 168
Frasco 1 - - + +H H t HH HH
Frasco 2 - - + +H H t HH HH
Frasco 3 - - + + - +h +Ht +H
Frasco 4 - - + + - +h +Ht +H
Frasco5 - - + + - +h +Ht +H
Frascob - - + + - +h +Ht +H

Tabela 2. Avaliacdo da intensidade de floculacéo do levedo durante a fermentacéo.

Apesar da populacédo de ambas as leveduras apresentarem valores proximos
(Figura 4), a viabilidade celular resultou em diferenca consideravel, com a levedura
umida altamente viavel desde o inicio da fermentacdo (97%), atingindo 99% nas
primeiras 24 horas, e se mantendo estavel até o final da fermentacéo. Ja a levedura
seca S-04 (Fermentis) demonstrou desvantagem, iniciando a fermentacdo com
viabilidade abaixo de 80% e oscilando entre valores sempre menores (Figura 5).

10 +

Log da populagdo de leveduras viaveis

t t + t t t {
0 24 48 72 96 120 144 168
horas
-@-leveduraseca -@-Llevedura liquida

Figura 4. Populacéo de leveduras viaveis durante fermentacéo alcodlica em mosto cervejeiro
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Viabilidade celular (%)
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Figura 5. Viabilidade celular das leveduras seca e Umida durante a fermentagéo alcodlica

Quanto ao brotamento das células, os tratamentos apresentaram valores
diferentes e bastante variados ao longo da fermentacéo (Figura 6).

25
20 +

15 +

Brotamento (%)

10 +

! |
0 24 48 72 96 120 144 168
horas

-@-leveduraseca -@—Levedura liquida

Figura 6. Porcentagem de brotamento das células de levedura durante fermentacéo.

A populacdo de bactérias também apontou valores proximos para os dois
tratamentos (Figura 7).

Populagdo de bastontes x 10e5/mL
w

0 24 48 72 96 120 144 168
horas

-@-Levedura seca -@-Levedura liquida

Figura 7. Populacéo de bactérias identificadas no meio durante fermentacgéo.
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O parecer sensorial indicou a presenca, em todas as amostras, de aromas frutados
e adocicados, coloracdo amarelo acobreado e gosto doce. Realizada uma analise de
agrupamento (Cluster analysis), tentou-se entender qual € o grau de proximidade/
similaridade entre as amostras de cerveja (Figura 8).

Hierarchical Classification c

025
1

0.20
|

015
|

o010
L

Cerveja.2
Cerveja.1
Cerveja.d
Cerveja B
Cervejas
Cerveja.d

Figura 8. Analise de agrupamento hierarquico realizada para as seis amostras de cerveja.

Foram formados 3 grupos com maior grau de similaridade entre as amostras
segundo seus descritores sensoriais:

- Grupo A: Cerveja 1 e Cerveja 2
- Grupo B: Cerveja 3 e Cerveja 6
- Grupo C: Cerveja 4 e Cerveja 5

As amostras colocadas em um mesmo grupo, segundo os atributos sensoriais,
coincidem com as amostras que possuem perfil quimico semelhante quanto aos
compostos: iso-butanol, e alcool iso-amilico (CERTIFICADO DE ANALISE N° 02-
10/17), observado na Tabela 3.

AFigura9 corresponde ao mapa das amostras representadas em duas dimensdes
obtidas pela analise multivariada. A diferenga entre amostras no eixo horizontal
corresponde ao carater de acidez: a direita no eixo horizontal diminui a caracterizacéo
de acidez da cerveja (notas de frutas vermelhas, frutas passas); e a esquerda aumenta
o carater de acidez (descritores aromaticos de frutas acidas bem como gosto acido

moderado).
mg/100mL
Amostras 1 2 3 4 5 6 LD
Aldeido acético 0,97 0,96 0,90 0,97 0,82 0,86 0,08

As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente 4 Capitulo 8




Acetato de etila 0,32 0,29 0,45 0,45 0,50 0,52 0,04
Metanol <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,16
2-butanol <LD < LD <LD <LD < LD <LD 0,18
1-propanol 1,37 1,50 1,48 1,41 1,40 1,72 0,06
Iso-butanol 0,53 0,68 0,81 0,07 0,05 0,56 0,03
1-butanol <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,06
Iso-amilico 5,38 5,74 6,52 4,95 5,03 6,99 0,02
Acido acético <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,50
Furfural <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,01
Etanol (% v/v) 5,38 5,38 5,49 5,45 5,46 5,59 0,01

Tabela 3. Quantidade de compostos volateis de cada amostra ap6s o término da fermentacéo.
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Figura 9. Mapa das amostras de cerveja segundo resultado da anélise multivariada de

CONCLUSAO

correspondéncia.

Conclui-seque asleveduras S. cerevisiaeavaliadas neste trabalhon&o apresentam

diferencas marcantes no seu metabolismo quanto a velocidade de fermentag&o

e capacidade de atenuacédo, sejam comercializadas na forma seca ou Umida. Mas

diferem na viabilidade celular, e, apesar de nao apresentar diferencas demasiadas

quanto ao parecer sensorial, foi possivel distanciar as amostras estatisticamente,

fatores que podem afetar o tempo de processo e a qualidade da bebida.
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