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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

GUSTAVO HENRIQUE DE ALMEIDA TEIXEIRA, nacionalidade brasileira. inscrito no CPE/MFE sob
n°® 433.480.843-34, portador da cédula de identidade RG n° 1.022.784-DF, doravante denominado
EXAMINADOR;:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e gesenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando gue a novidade é um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutencdo em
sigilo até a adccao dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtencdo da
protecéo almejada; e

Considerando, zinda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagéo, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagéo,
regulamentada pelo Decreto n°® 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigdes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relacéo a qualquer
“Informagéo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada "DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICACAO NA INDUSTRIA CERVEJEIRA", desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho".

CLAUSULA SEGUNDA. A expressao ‘Informagdo Confidencial’ abrange toda a informacéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo dnico. Nao sera considerada “Informacao Confidencial’ aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibiiizada ao EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPi e junto ao Orgéo competente em ambito internacional
pela UNESP.

da Fazenda Publica Estadual, circunscricao
bu litigios oriundos do presente instrumento.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das vaye
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir duvid

E para todos os efeitos, firma o presente termo esencga das testemunhas abaixo-assinadas,

Araraquara, 03 de outubro de 2019.

e A
PROF. DR. GUSTAVO HENRIQUE DE ALMEIDA TEIXEIRA
EXAM|NADOR
Ui el
- TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Claudia Licia Molina Nome:

CPF/MF: 108.957.808-36 CPF/MF:
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

ADRIANE ELISABETE ANTUNES DE MORAES, nacionalidade brasileira, inscrito no CPEMMF sob

n° 805.177.900-25, portador da cédula de identidade RG n°® 1.030.728.231, doravante denominado
EXAMINADORA:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecio legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnologico;

Considerando que a novidade & um dos requisitos necessarios & protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consaqiéncia, a sua manutencéo em

sigiio até a adoglo dos procedimentos legais pertinentes € indispensavel para a obtencéio da
protecas almejada e

Considerando, ainda, ¢ disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 {Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.600/08 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 {Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de inovagéo, regulamentada pelo Decrate
n® 5,563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 {Lei Paulista de Inovacéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009),

firma a &XAMENAQQ&A © presente Termo de Sigilo, nas condictes a seguir;

CLAUSULA PRIMEIRA. A EXAMINADORA compromete-se a manter sigilo em relacdo a qualquer
“Informacéo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analfise da tese intitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXC TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICAGAC NA INDUSTRIA CERVEJEIRA’ desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressfio “Informacdo Confidencial’ aprange toda a informacao
relativa &s pesquisas desenvolvidas no escope da tese a gue a EXAMINADORA tenha acesso. sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacéo, inclusive eletrénicos,

Paragrafo dnico. No sera considerada ‘Informagdo Confidencial’ aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada a EXAMINADORA.

CLAUSULA TERGEIRA. O presente termo vigoraré até que os direitos de proprisdade intelectual

das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto

Nacional da Propriedade Industrial - INPI ¢ junto ao Orglio competente em ambito internacional
pela UNESPE

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Plblica Estadual, circunscricao
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir dividas ou litigios oriundos do presente instrumento,

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas shaixo-assinadas.

Araraquara, 03 de outubro de 2018,

AV NN NN

PROFA. DRA. ADRIANE ELISABETE ANTUNES DE MORAES

EXAMINADORA
iiii&s@&uii& "
/ TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Claudia Liicia Molina Nome;
CPF/MF: 108.957.808-36 CPFiVF

Rua Dir. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bioco I, Barra Funda. Sac Paulo {SP}.' CEE{* 01.140-070
Fone: +85 11 5827-7251/ 7253 e-mail avin@unesp.br



unesp 'h' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO™
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

KATIA MARIA DA SILVA CERQUEIRA LEITE, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°

138.623.968-27, portador da cédula de identidade RG n° 14.997.214, doravante denominado
EXAMINADORA:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnoldgico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios a protecio dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiiéncia, a sua manutencao em

sigilo até a adogdo dos procedimentos legais pertinentes € indispensavel para a obten¢3o da
protecéo aimejada;_ e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n°® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n°® 10.973/04 (Lei de Inovagdo, regulamentada pelo Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacéo,
regulamentada pelo Decreto n® 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma a EXAMINADORA o presente Termo de Sigilo, nas condi¢des a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. A EXAMINADORA compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
“Informacdo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese infitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICACAO NA INDUSTRIA CERVEJEIRA’ desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jlio de Mesquita Fitho".

CLAUSULA SEGUNDA. A expressio ‘Informagdo Confidencial’ abrange toda a informacao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que a EXAMINADORA tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo unico. Néo sera considerada “Informagao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada a EXAMINADORA.

CLAUSULA TERCEIRA. O presenie termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgao competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscrigao
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir davidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 03 de outubro de 2019,
[

i/ -

_J Leroec

PROFA. DRA. KATIA MARIA DA SILVA CERQUEIRA LEITE

L EXAMINADORA
(_.;;X,LLE{.LLL/Q 4
/ TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Claudia Licia Molina Nome:
CPF/MF: 108.957.808-36 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco 1, Barra Funda, S@o Paulo (SP), CEP 01.140-070
Fone: +55 11 8627-7251 /7253 e-mail: auin@unesp.br
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

FERNANDO LUCAS PRIMO, nacionalidace brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°® 046.011.076-44.
portador da cédula de identidade RG n® 55.342.856-1, doravante denominado EXAMINADOR;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnoldgico;

Considerando que a novidade & um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutencio em
sigilo até a adog&o dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtencac da
protegao aimejada; e

Considerando, zinda, o disciplinado peio ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovacao, requiamentada peloc Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Incvagso.
regulamentada pelo Decreto n® 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADCR o presente Termo de Sigilo, nas condigées a seguir.

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relaggo a qualgquer
“Informagao Corfidencial” a que tiver acesso nc exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICAGAO NA INDUSTRIA CERVEJEIRA", desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Fitho"

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo ‘Informacéo Confidencial abrange toda a informacao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a gue o EXAMINADOR tenha acesso, scb
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagao, inclusive eletrdnicos.

Paragrafo unico. N&o sera considerada “Informagéo Confidencial" aquela que estiver sob dominic
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao EXAMINADOR

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas dasenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INP! e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricao
judicidria de S&c Paulo, Capital, para dirimir dividas ou litigios ofjundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presentgfterm das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 03 de outubro de 2019.

PR . FERNANDO LUCAS PRIMO

p EXAMINADOR
{ e
TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Ciaudia Lucia Molina Nome:
CPF/MF: 108.957.808-36 CPFI/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bleco !i. Barra Funda, Sdo Pauto (SP), CEP 01.140-070
Fone' +55 11 5627.7251 / 7253 e-matl; auin@unesp.br
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AGENCIA UNESP DE INOVACAO

TERMO DE SIGILO PARA CONVIDADO

ROSELY APARECIDA ROZATO, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n° 743.232.888-
91, portador da cédula de identidade RG n° 5073324-2. doravante denominado CONVIDADA:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade ¢ um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiiéncia, a sua manutengéo em
sigilo até a adogédo dos procedimentos legais pertinentes ¢ indispensavel para a obtencéo da
protecéo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n° 10.973/04 (Lei de Inovagdo, regulamentada pelo Decreto
n° 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagao,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690 de 18 de agosto de 2009);

firma a CONVIDADA o presente Termo de Sigilo, nas condicoes a seguir;

CLAUSULA PRIMEIRA. A CONVIDADA compromete-se a manter sigilo em relagdo a qualquer
“Informacéo Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICAGCAO NA INDUSTRIA CERVEJEIRA”, desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho".

CLAUSULA SEGUNDA. A expressac “Informacdo Confidencial” abrange toda a informacéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que a CONVIDADA tenha acesso, sob a
forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo tnico. N&o sera considerada “Informagao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada a CONVIDADA.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial —~ INPI e junto ao Orgéo competente em ambito internacional
peia UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricdo
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir duvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 03 de outubro de 2019.

APARECIDAROZATO
CONVIDADA

(oo

‘/ TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Claudia Lcia Molina Nome:
CPF/MF: 108.957.808-36 CPFIMF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco i, Barra Funda, Sao Paulo (SP), CEP 01.140-070
Fone: +85 11 5627-7251 / 7253 e-mail; auin@unesp.br
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AGENCIA UNESP DE INOVACAO

TERMO DE SIGILO PARA CONVIDADO

SERGIO MAURICIO DE FUSCO, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°

007.902.518-84 portador da cédula de identidade RG n° 6.608.326, doravante denominado
CONVIDADO:;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecdo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando cue a novidade € um dos requisitos necessarios a protecédo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiéncia, a sua manutencdo em

sigilo até a adogéo dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtengéo da
protecao almejada; e

Considerando. zinda, o discipiinado pelc ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagao, reguiamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagao,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o CONVIDADO o presente Termo de Sigilo, nas condigdes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O CONVIDADO compromete-se a manter sigilo em relacdo a qualiquer
“Informacéo Corfidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da lese intitulada “DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS
COM BAIXO TEOR ALCOOLICO COM CARACTERISTICAS ISOTENICAS E PERFIL DE CEPAS
COM POTENCIAL PARA APLICACAO NA INDUSTRIA CERVEJEIRA", desenvolvida pela
doutoranda DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressao “informacdo Confidencial® abrange toda a informagéc
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o CONVIDADO tenha acesso, sob a
forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacdo, inclusive eletrénicos.

Paragrafo Gnicc. N&o sera considerada “Informagao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ao CONVIDADO.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas dasenvolvidas no escopo da iese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INP! & junto ao Orgéo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscri¢ao
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir dividas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os afeitos, firma o presente iermo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.
Araraquara, 03 de outubro de 2019.

e e

SERGIO MAURICIO DE FUSCO

CONVIDADO
AU L L {(_x
TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Claudia Licia Molina Nome:
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Resumo
Introducdo: O Brasil € um dos trés maiores produtores de cerveja do mundo
e ainda tem potencial para aumentar seu consumo principalmente em
relacéo as cervejas de baixo teor alcodlico e sem alcool. A preocupagdo com
as leis de transito e saude incentivam a oferta desses produtos cujas vendas
crescem a cada ano. Objetivo: Desenvolver uma cerveja de baixo teor
alcodlico (< 0,5 % v/v) com caracteristicas de bebida isotbnica por
fermentacdo interrompida e comparar esta cerveja a bebidas ja
comercializadas (bebida isotbnica, cerveja convencional, cervejas 0,0% de
alcool e cerveja de baixo teor alcodlico isotbnica). Além disso, avaliar o
potencial de leveduras ndo Saccharomyces em fermentacbes mistas com
Saccharomyces para a producdo de cervejas de baixo teor alcodlico.
Métodos: Foram avaliados para os oito grupos de bebidas: pH, teor de
sélidos sollveis (%), teor alcodlico (% v/v), acidez total titulavel (mEq.L™),
osmolalidade (mOsmol.kg™), amargor (IBU), cor (EBC) indice de compostos
fendlicos totais (mg acido galico.L), aclcares redutores e totais (%) e
teores de Na* e K* (g.LY). Para a cerveja desenvolvida, foram avaliadas
viabilidade celular de S. cerevisiae e contagem global de microrganismos em
meio PCA. A andlise sensorial foi realizada pelo teste de aceitacdo e
intencdo de compra, com a avaliacdo de mais duas marcas de cervejas do
tipo 0,0%. J& para a avaliacdo do perfil de leveduras Saccharomyces e néo
Saccharomyces, foram executadas analises de habilidade fermentativa em
glicose e maltose, catalase e estresse oxidativo em presenca de peroxido.
Fermentagdes mistas foram conduzidas em mosto tipo ‘Pilsen’ e os teores
de sélidos sollveis (%), etanol (% v/v) e metabdlitos secundarios (mg.L?)
avaliados para cada um dos grupos antes e apds a refermentacdo em
garrafa. Resultados: As cervejas de baixo teor alcodlico do tipo isotbnica
desenvolvida e de marca alema, sdo produtos que em geral diferem das
bebidas isotbnicas em relagdo aos parametro fisico-quimicos, porém,
apresentaram caracteristicas mais proximas as bebidas isotbnicas que a
cerveja convencional e cervejas do tipo 0,0 % comercializadas no Brasil.

Todas as cervejas apresentam compostos fendlicos que apresentam



propriedades antioxidantes e beneficios a saude. Esses beneficios estariam
ausentes nas bebidas isotdnicas visto que sdo destinadas exclusivamente a
hidratacdo e ndo possuem compostos fendlicos em sua composi¢cao. Quanto
aos aspectos sensoriais, todas as cervejas tiveram em geral boa aceitagéo
por parte dos julgadores. A adicdo de sais a formulacdo da cerveja isotbnica
produzida nédo interferiu na aceitacdo do produto. Ja as leveduras nao
convencionais, quando empregadas em fermentacbes mistas com
Sacccharomyces podem ser uma opc¢do a producdo de cervejas de baixo
teor alcodlico, visto que o0 equipamento para a producdo pode ser 0 mesmo
ja utilizado para a cerveja tradicional e o teor alcodlico € inferior aquele
presente em cervejas convencionais de mercado. Conclusé&o: Verificam-se
que as abordagens bioldgicas, ou seja, fermentacao interrompida, alteracdo
das condi¢cdes de mosturacéo ou utilizacdo de leveduras ndo convencionais
sdo opcdes viaveis para a producdo de cervejas de baixo teor alcodlico (<
3% v/v). Assim, visto que as leveduras n&o convencionais tenham sido mais
exploradas no campo de vinhos, mais estudos em mostos cervejeiros sao

necessarios antes de sua aplicacéo tecnolégica em grande escala.

Palavras-chave: cerveja, baixo teor alcodlico, osmolalidade,

Saccharomyces, ndo-Saccharomyces.



Abstract
Introduction: Brazil is one of the three largest beer producers in the world
and still has potential to increase its consumption mainly in relation to the low
alcohol and non-alcoholic beers. The concern about the traffic laws and a
healthy lifestyle encourage the supply of these products whose sales grow
each year. Objective: Developing a low alcohol beer (< 0.5% v/v) by
interrupted fermentation with isotonic characteristics and to compare it with
commercialized beverages (sports drinks, regular beer, alcohol-free and low
alcohol isotonic beers). Also, evaluating the potential of non-Saccharomyces
yeasts for their use as starters in co-fermentation with Saccharomyces for the
production of low-alcohol beers. Methods: The quality parameters were
evaluated for the eight groups of beverages: pH, soluble solids content (%),
alcohol content (% v/v), total acidity titratable (mEg.L), osmolality
(mOsmol.kg?), bitterness (IBU), color (EBC), phenolic compounds (mg. gallic
acid L) total and reducing sugars (%) and Na* and K* (g.L?) contents. S.
cerevisiae viability and total aerobic bacterial count were evaluated for
developed batches. Sensory analysis was performed by the acceptance test
and purchase intention along with the evaluation of two more alcohol-free
brands beers. For the screening of the Saccharomyces and non-
Saccharomyces yeasts, fermentative ability in glucose and maltose, catalase
and oxidative stress in the presence of peroxide were performed. Mixed
fermentations were conducted in ‘Pilsen’ wort and evaluated for soluble
solids content (%), ethanol content (% v/v) and secondary metabolites (mg.L"
1) before and after the refermentation in the bottle. Results: Both, developed
and German non-alcoholic beers are products that generally differ from the
sports drinks in relation to physical-chemical parameters. However, they
presented characteristics that are closer to the sports drinks than the regular
and alcohol-free beer marketed in Brazil. All beers have phenolic compounds
that present antioxidant properties and health benefits. These benefits are
absent in the sports drinks since these are exclusively destined to hydration
and do not have phenolic compounds in their composition. As for the

sensorial aspects, all the beers were generally well accepted by the judges



and the addition of salts to the formulation of the developed isotonic beer did
not interfere in the acceptance of the product. Non-Saccharomyces yeasts
may be an option in the production of low-alcohol beers, since the
equipament is the same of the traditional beer production and the alcohol
content is lower than that found in conventional beers. Conclusion:
Biological approaches as interrupted fermentation, change in the
fermentation parameters or use of non-conventional yeasts, are viable
options for the production of low-alcohol beers (< 3% v/v). As non-
conventional yeasts were more explored in wine production, more studies are

required to apply such technology in brewing large scale.

Keywords: beer, low alcohol, osmolality, Saccharomyces, non-

Saccharomyces.
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1 INTRODUCAO

A cerveja € a bebida resultante da fermentacdo a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de coccao, adicionado de ldpulo ou extrato de
lGpulo, segundo a definicdo do Decreto 9.902 de 8 de julho de 2019 que trata
de alteracdes do Decreto 6.871 de 4 de junho de 2009 (1). Outras variacoes,
tais como a adicdo de adjuntos de malte que sdo comuns em cervejas
vendidas no Brasil, também estdo previstas nestes Decretos e sua producédo é
regulamentada no pais pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

O Brasil encontra-se entre os trés maiores produtores de cerveja no
mundo (14 bilhdes de litros por ano), sendo os dois principais produtores a
China (48,9 bilhdes de litros por ano) e os Estados Unidos (22,5 bilhdes de
litros por ano). O faturamento da industria cervejeira no Brasil € de cerca de 77
bilhdes/ano e constitui 1,6 % do produto interno bruto (PIB). Além disso, o
Brasil ocupa a 24° posi¢cdo com um volume consumido anualmente de 68 litros
de cerveja por pessoa. Tendo em vista que a Republica Tcheca (147 litros por
pessoa/ano), a Austria (106 litros por pessoa/ano) e a Alemanha (102 litros por
pessoa/ano) apresentam consumo superior ao do Brasil, estas diferencas
configuram um indicativo de que h& um potencial de crescimento para o
consumo de cerveja para 0s proximos anos (2).

Dentre os varios segmentos da induastria cervejeira, o mercado de
cerveja sem alcool tem crescido nos ultimos anos, principalmente devido as
restricbes estabelecidas pelas leis de transito e a busca por um estilo de vida
mais saudavel. Embora em expansédo, o consumo nacional dessa bebida ainda
€ pequeno. Em paises como a Espanha e os EUA, este segmento ja é
reconhecido e consolidado, representando até 18% do mercado total de
cerveja (2). De 2011 a 2016, houve crescimento de 20% no mercado mundial
de cervejas sem alcool e ha previsdo que até 2021 este possa crescer mais
24% (3).

Na maioria dos paises da Europa e EUA, as cervejas do tipo sem alcool
devem apresentar menos de 0,5% (v/v) de etanol (4). No Brasil, devido a uma

decisdo do Superior Tribunal de Justica (STJ) em 2016, as cervejas sem &lcool



ndo podem mais ser rotuladas com os termos “sem alcool”’, ja que podem
conter até 0,5% (v/v) de etanol. Portanto, tais produtos devem ser classificados
no Brasil como de “baixo teor alcodlico” (5),

Na Alemanha, algumas cervejas de baixo teor alcodlico sdo associadas
ao termo ‘“isotdnico” (6), sendo que as bebidas esportivas isotonicas s&o
geralmente utilizadas durante ou apés o exercicio fisico para evitar ou retardar
a deplecdo dos estoques de carboidratos do organismo e/ou aparecimento da
desidratacéo (7,8).

De acordo com o Comité Cientifico de Alimentos da Comissdo Européia
(Scientific Committee on Food - SCF), as bebidas destinadas a recompensar o
esforco fisico, tais como as isotdnicas, devem ser formuladas com
osmolalidade entre 270 e 330 mOsmol.kg™ (9). J& no Brasil, é a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 18 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de 27 de abril de 2010 (10), que dispde sobre alimentos para
atletas, o que inclui as bebidas isotdnicas ou suplementos eletroliticos.
Segundo esta RDC, a concentracdo de sddio (Na) nestes tipos de produtos
deve estar entre 460 e 1150 mg.L* e devem ser utilizados sais inorganicos
para fins alimenticios como fonte de sddio. Em relacdo a osmolalidade, esta
deve ser inferior a 330 mOsmol.kg? porém quando designado o termo
“‘isotdnico” no rétulo, a osmolalidade deve estar na faixa de 270 a 330
mOsmol.kgt. Os carboidratos podem constituir até 8 % (m/v) do produto,
desde gque nado sejam amidos e polidis e que o teor de frutose seja de no
maximo 3 % (m/v). O produto pode ser adicionado de vitaminas e minerais,
(10) e pode ser adicionado de potassio (K) em até 700 mg. LX. No entanto, ndo
podem ser adicionadas fibras alimentares.

A preocupacao com a hidratacdo mais adequada durante as atividades
fisicas se faz necessaria, pois em atividades com até 60 minutos de duracéo, a
agua é a bebida mais adequada para a reposi¢do hidrica, porém quando as
atividades sao superiores a 60 minutos, a utilizacdo de bebidas que contenham
carboidratos passa a ter uma importancia consideravel (11). Ao se hidratar
exclusivamente com agua, os atletas apenas mantem seus estoques hidricos
préximos da normalidade, mas quando fazem uso de bebidas isoténicas, além

de restaurar os estoques hidricos, armazenam uma quantidade extra de



carboidrato para ser utilizado durante a atividade fisica. Isso evita quadros de
hipoglicemia e acelera a recuperacao do glicogénio muscular (12,13).

Tradicionalmente, as bebidas isotdnicas tém sido preparadas utilizando-
se de corantes e aromatizantes artificiais, além de conservadores. Como ha um
interesse crescente em relagdo a novos alimentos e bebidas que possam
promover a manutencao da saude, isso tem incentivado o desenvolvimento de
novas formulacdes de bebidas ndo alcodlicas que sejam fontes de nutrientes e
compostos bioativos. Além destas caracteristicas, 0s aspectos sensoriais
também sdo relevantes, pois apresentam impacto significativo na aceitabilidade
do produto pelo consumidor (14).

Neste contexto, insere-se o presente trabalho que visa produzir uma
cerveja de baixo teor alcodlico (< 0,5 % v/v) com caracteristicas de bebida
isotbnica utilizando-se fermentacdo interrompida. Além disso, avaliar se as
leveduras ndo Saccharomyces em fermentacbes mistas com leveduras
Saccharomyces sdo adequadas para a producdo de cervejas de baixo teor

alcodlico (< 3,0 % v/v).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CERVEJA

A producéo de cerveja é uma atividade que coincide com os primordios
da urbanizacdo e civilizacdo e esteve amplamente difundida desde as
sociedades mais antigas as sociedades de hoje. A cerveja, assim como outras
bebidas alcodlicas desempenhavam funcdes importantes nas sociedades,
sobretudo em cultos e medicina no antigo Egito, por exemplo. Nao ha duvidas
gue 0S processos, contextos, assim como ingredientes mudaram no decorrer
da histoéria, no entanto, o processo de industrializagdo criou pré-requisitos para
a producao de cerveja mundialmente (15). Diante da alta popularidade desta
bebida e também da conscientizacdo da diminuicdo do consumo de alcool nos
altimos anos, verificou-se um aumento da oferta de cervejas sem alcool ou de
baixo teor alcodlico no mercado mundial, também para o segmento de produtos
esportivos (6).

Nos jogos olimpicos de inverno de 2018, boa parte dos atletas alemaes
consumiram cerveja do tipo sem alcool ou de baixo teor alcodlico e o sucesso
dos mesmos entre muitos fatores, também foi atribuido ao uso deste tipo de
produto durante os treinos (16). Embora ainda ndo haja nenhuma comprovacéao
cientifica sobre este assunto, outra pesquisa (17), relata que corredores que
ingeriram cerveja sem alcool ou de baixo teor alcodlico em uma maratona
sofriam menos inflamacdo e problemas respiratérios nas vias superiores
depois da corrida que atletas que ingeriram placebo em estudo duplo cego.
Assim, a cerveja proporcionou uma recuperacado mais rapida a estes atletas e

isso foi atribuido aos polifendis presentes na mesma.

2.2 EXERCICIO FiSICO E CONSUMO DE BEBIDAS

Durante o exercicio fisico, muitas vezes a producdo de suor pode
exceder a ingestdo de liquidos ocasionando um déficit de fluido ou
hipohidratacdo. Para isso, antes de seguir o treinamento, se faz necessario a
restauracdo de fluidos e eletrolitos perdidos por meio da ingestdo de bebidas

que os contenham (18). A hipohidratacdo pode prejudicar o desempenho,



principalmente em exercicios de alta intensidade, resisténcia (19), habilidades
motoras aplicadas (20) e de desempenho cognitivo (21), principalmente quando
o nivel de hipohidratacdo é superior a 2 % da massa corporal. A reidratacéo
completa apds o exercicio ocorre quando o individuo consome uma bebida
enriquecida com sédio (Na) que contenha cerca de 25 mmol.L" em um volume
superior ao volume de suor perdido durante o exercicio (22,23). Evidéncias
apontam que conforme a concentracdo de eletrolitos € aumentada,
principalmente a de Na, aumenta também o potencial de reidratagédo da bebida
(24,25,26).

Em alguns paises, os atletas tem por habito, dentro da -cultura
desportiva, consumir cerveja como parte da celebracdo (27,28). Isso pode
influenciar a restauracéo dos liquidos perdidos durante a atividade fisica ja que
em quantidades medianas o consumo de cerveja pode até colaborar para a
reposicao de liquidos. No entanto, ha poucos estudos em relagdo ao consumo
de grandes quantidades desta bebida e seus efeitos para a reposicdo de
liquidos po6s atividade fisica.

Embora o alcool tenha efeito diurético (29), nas cervejas de baixo teor
alcoolico [1 % ou 2 % (v/v)] ou em cervejas de até 0,5 % (v/v), foi verificado um
potencial de reidratacdo semelhante (30). Por outro lado, cervejas com 4 %
(v/v) de alcool parecem atrasar a recuperagcdo e aumentar as perdas urinarias
(31). Além disso, se o corpo esta hipohidratado, o efeito diurético de 1 L de
cerveja a 4 % (v/v) é menor que o efeito observado quando o corpo esta
completamente reidratado (32). Portanto, verifica-se que o efeito diurético do
alcool € menos pronunciado no quadro de hipohidratacdo induzida pela
atividade fisica e que a porcentagem de alcool na cerveja influencia o potencial
de reidratacéo da bebida (30).

Em estudo realizado com alteragdo da osmolalidade de cervejas
comerciais (30), diferencas significativas nos parametros dos voluntérios
avaliados foram encontradas em relacdo as convencionais de teor alcoolico
correspondente a 4,8 % (v/v), baixo teor alcodlico 2,3 % (v/v), convencional [4,8
% (v/v)] acrescida de 25 mmol.L! de Na e de baixo teor alcodlico [2,3% (v/V)]
acrescida de 25 mmol.L* de Na. Apdés 1 h de exercicios, foram avaliados os
parametros de equilibrio dos fluidos, producéo de urina, concentracao de alcool
e tolerancia gastrointestinal por um periodo total de 5 h. Quanto a producao de



urina, a cerveja de baixo teor alcodlico acrescida de 25 mmol.L! de Na foi a
gue induziu a uma menor producao urinaria no periodo total de 5 h sendo que
houve diferenca estatistica significativa quando comparada a cerveja
convencional e convencional acrescida de 25 mmol.L' de Na. Outros
resultados do mesmo estudo indicam que a cerveja de baixo teor alcodlico
acrescida de Na parece induzir mais a conservacao dos fluidos que a mesma
guantidade de Na adicionada a cerveja convencional [4,8% (v/v)]. Desta forma,
tal como proposto no presente estudo, o desenvolvimento de uma bebida com
teor alcodlico inferior a 0,5 % poderia contribuir para a manutencéo dos fluidos
corporais. Embora néo esteja elucidado o mecanismo dose-dependente do Na
em bebidas de baixo teor alcodlico, verificam-se muitos temas com potencial de
estudo neste campo, principalmente devido ao alto consumo da cerveja por

pessoas que praticam atividades fisicas (30).

2.3 REPOSITORES HIDROELETROLITICOS

Em situacdo de treinamento a ingestdo de agua foi comparada a de
outras bebidas esportivas. O valor energético das bebidas esportivas foi
informado aos participantes (6,8 % de carboidratos com 27 kcal. 100g™* ou 1 %
de carboidratos com 4 kcal.100g?) e esta informagdo ndo afetou o consumo
das mesmas. Os resultados indicaram que as bebidas esportivas com sabor
agradavel, apesar de seu conteudo caldrico, conduzem a um maior consumo
de liquidos e a um melhor balan¢co hidrico em relacdo ao consumo de agua
(33).

Em outro estudo com atletas de ambos os sexos, 0 Na foi oferecido em
capsulas ap6s 90 minutos de exercicios intensos. Os resultados indicaram que
a preferéncia pelo sabor salgado foi condicionada a reposicdo de Na, sendo
esta, por sua vez, diretamente proporcional a quantidade de suor perdido nos
exercicios (34). Por outro lado, voluntarios avaliados ap6s 120 minutos de
atividade fisica, relataram sentir a sensacao de maior plenitude gastrica quando
ingeriram agua em relacdo aos repositores hidroeletroliticos comerciais. No
entanto, permaneceram com mais sede ao ingerirem agua em comparacao

com os repositores (35).



2.3.1 Sédio (Na*)

O American College of Sports Medicine (18) recomenda, para exercicios
com duracado maior que 60 minutos, a adicdo de eletrolitos, preferencialmente
cloreto de sédio (0,5 a 0,7 g.L'!) a agua para repor as perdas de sodio (Na)
pelo suor e evitar a hiponatremia (36).

A concentracdo de Na* no suor varia de 413 a 1091 mg.Lt. Outros
minerais, como o potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) sdo considerados
de pouca representatividade em comparagdo ao Na, ja que a reidratagcdo com
grandes quantidades de agua pode, em exercicios intensos e em altas
temperaturas, resultar em hiponatremia (< 135 mmol.L''), mas ndo em
hipocalemia ou hipomagnesemia (7).

A adicdo de Na as bebidas repositoras hidroeletroliticas ndo representa
um problema para a saude dos praticantes de atividades fisicas e individuos
sem restricdo alimentar, pois estes produtos tem em média 90 mg de sédio em
200 mL de bebida, ou seja, cerca da mesma concentracdo encontrada no leite
de vaca cru (37).

A utilizacdo de outros sais sodicos permitidos pela legislacédo é indicada
para melhorar a palatabilidade dos produtos. A adicdo de cloreto de sédio,
como Unica fonte de sédio, confere sabor salgado ao produto. Na formulacéo
de uma bebida similar a Agua de coco, foi necessario adicionar, além do cloreto
de sodio, o citrato de sodio e o fosfato monobasico de sédio, para evitar a
rejeicdo do produto em funcéo do seu sabor salgado (38).

O uso do bicarbonato de sodio em repositores hidroeletroliticos ja foi
proposto como fonte de Na. Entretanto, alguns efeitos colaterais indesejados
ocorreram, por exemplo, nausea e diarréia. A inclusdo de citrato de sodio na
formulacdo de bebidas torna-se mais interessante do que a do bicarbonato de
sbdio, pois este tem efeito tampdo semelhante (regulador de acidez) e néo

apresenta efeitos indesejados (39).

2.3.2 Potéassio (K*)

O potassio (K) na forma idnica (K*) € um dos ions mais abundantes nos

fluidos intracelulares e, assim como o Na*, estd muitas vezes combinado ao



cloro (CI) e também contribui para a manutencdo da pressdao osmotica e
balanco acido-basico. E indicada a inclusdo de baixos teores de K nas bebidas
consumidas apos sudorese intensa visando aumentar a retencdo de agua no
espaco intracelular (8). O K proveniente das frutas e hortalicas também é
desejavel, pois encontra-se geralmente ligado ao citrato, que pela acéo
tamponante, ajuda a proteger os 0ssos da desmineralizacdo induzida por
acidos (40).

2.4 INOCUIDADE DA CERVEJA DE BAIXO TEOR ALCOOLICO

Quando se trata da inocuidade da cerveja de baixo teor alcodlico,
trabalhos com lactantes sdo 0os mais comumente encontrados na literatura. Em
estudo realizado com a ingestdo de pelo menos 1,5 L de cerveja de baixo teor
alcoolico [0,4 % (v/v)], foram encontrados somente tracos de alcool (maximo de
0,0021 g.L'') em amostras de leite materno adquiridas imediatamente apés a
ingestdo da bebida. Da mesma forma, em amostras adquiridas com mais de
uma hora, néo se verificou a presenca de alcool no leite materno (41).

A avaliacdo da suplementacdo da dieta materna com cerveja de baixo
teor alcodlico e seu efeito sobre as propriedades antioxidantes no leite humano
foi avaliada em um trabalho espanhol (42). A legislacdo espanhola difere da
brasileira ao permitir que a cerveja sem alcool possa conter até 1 % de alcool
(v/v). Durante um més, as lactantes ingeriram diariamente 660 mL (2 latas) de
cerveja de baixo teor alcoolico com 0,7 % de alcool (v/v). Verificou-se que
houve aumento da atividade e conteudo antioxidante do leite materno durante o
periodo em que as voluntarias fizeram ingestédo da bebida. Consequentemente,
os danos produzidos pelo estresse oxidativo em recém-nascidos foram
diminuidos. Isso indica que a cerveja, além de in6cua a saude humana, pode
proporcionar beneficios por suas propriedades antioxidantes e da mesma
forma, apresenta-se como uma bebida segura para atletas que a consomem

como no contexto do presente trabalho.



2.5 PRODUCAO DE CERVEJA DE BAIXO TEOR ALCOOLICO

As cervejas sem alcool ou com baixo teor alcodlico podem ser
produzidas por varios métodos e estes podem ser divididos em dois grupos
principais: os fisicos e os biolégicos (43).

Os chamados métodos fisicos sdo baseados na remocao do alcool da
cerveja produzida de maneira convencional e requerem investimentos
consideraveis em equipamentos especiais. Ap0s o processo de remocdo do
alcool, a qualidade sensorial da cerveja produzida geralmente € boa (43).

As abordagens biologicas mais difundidas sdo baseadas na formacéo
limitada de etanol durante a fermentacdo do mosto cervejeiro. Para isso,
geralmente sado utilizados equipamentos comumente empregados para a
producdo de cervejas tradicionais e, portanto, ndo ha necessidade de
investimentos adicionais. Todavia, 0 emprego desta abordagem pode levar a
formacdo de compostos de aroma desagradaveis. A utilizacdo de leveduras
especiais ou microrganismos selecionados podem contribuir significativamente
para melhorar a qualidade sensorial do produto (43).

Existem também processos de producéo do tipo fermentacdo continua
com levedura imobilizada com base na formacéao de alcool limitado que requer
equipamento e material especial, biorreatores de operacdo continua e suporte
para imobilizacdo das células. Neste processo, 0s custos de investimento mais
elevados tem que ser justificados pela maior produtividade de processos
continuos (43).

Os métodos para producdo de cerveja sem alcool ou de baixo teor
alcodlico baseados no controle da formacao de alcool podem ser classificados
de acordo com o0 equipamento necessario e subdivididos naqueles que
requerem alteracfes tecnoldgicas ou leveduras especiais. O processo mais
explorado é aquele que utiliza a planta de uma cervejaria comum, enquanto a
fermentacdo continua é uma tecnologia promissora, porém ainda pouco
utilizada. Assim, os procedimentos aplicados neste projeto visam simular a
producdo utilizando-se equipamento e material de cervejaria tipo tradicional
(43).

No presente trabalho, foi empregada a fermentacédo interrompida para
producdo de cervejas com baixo teor de etanol (0,5% v/v) com caracteristicas
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isotOnicas e posteriormente o emprego de leveduras ndo convencionais para
producado de cervejas de baixo teor alcoolico (< 3 % v/v). Ambos 0S processos
nao necessitam o0 emprego de equipamentos especiais sendo possivel
executar a producdo com 0s mesmos equipamentos utilizados para cervejas

convencionais.

2.6 LEVEDURAS NAO CONVENCIONAIS

As leveduras utilizadas para a producgéo de cerveja sdo normalmente do
género Saccharomyces e podem ser tradicionalmente divididas em dois
grupos: ale e lager, também conhecidas como leveduras de alta e baixa
fermentacao, respectivamente. Originalmente, essas cepas foram classificadas
com base em suas propriedades de floculagao. Além disso, esses dois tipos de
leveduras fermentadoras diferenciam-se também com base no crescimento e
temperatura de fermentacdo. A temperatura que mais favorece o crescimento e
fermentacdo de leveduras lager encontra-se na faixa de 4 a 12 °C, enquanto
que para leveduras de fermentacdo ale, as temperaturas variam entre 14 a
25°C (44).

A crescente demanda por produtos inovadores, de sabores alternativos
e de cervejas com baixo teor de alcool estimula a pesquisa sobre os beneficios
de leveduras ndo convencionais. Espécies que ndo pertencem ao género
Saccharomyces foram isoladas e caracterizadas para o desenvolvimento de
cervejas especiais (45). Leveduras selvagens e estirpes de leveduras nédo
Saccharomyces ndao domesticadas podem fornecer caracteristicas diferentes
com relacdo ao aroma e sabor que resultam em novas variacdes e estilos de
cerveja. No entanto, uma vez que as leveduras n&do Saccharomyces
representam cepas nao domesticadas, suas caracteristicas de fermentacéo
tem uma variagdo maior que as Saccharomyces e impactam diretamente na
qualidade das cervejas produzidas e, assim, constituem um campo a ser
explorado pelos cervejeiros. Atualmente, o uso dessas espécies nao
convencionais como leveduras alternativas no processo fermentativo ainda é
limitado. Geralmente, assumem-se que as leveduras ndo Saccharomyces
desempenham funcéo negativa no processo de fermentacdo em consequéncia
de alguns defeitos encontrados nas cervejas com relacdo a turbidez,

filtrabilidade, viscosidade, off-flavors, acidez e outras alteragdes no sabor (44).
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Assim, estes microrganismos foram mais introduzidos na industria
vinicola, ja que estas leveduras sdo um componente comum da microbiota que
se desenvolve durante a fermentacdo da uva. As cervejarias modernas
mantém as Boas Praticas de Producao (BPP) e os fabricantes de cerveja sédo
mais relutantes em introduzir microrganismos que possam ser responsaveis
por uma eventual contaminacdo do processo produtivo. A aplicacdo bem
sucedida de leveduras ndo convencionais na fabricacdo de cerveja inclui o
manuseio dessas novas leveduras de uma maneira controlada para alcancar
uma cerveja com caracteristicas desejaveis. Como as espécies de levedura
nao convencionais geralmente tem um desempenho menor na producdo de
etanol em comparacdo com S. cerevisiae, essas tem sido raramente utilizadas
como culturas iniciadoras (starters) na producdo de bebidas alcodlicas, sendo,
portanto, mais utilizadas em co-fermentagdo com S. cerevisiae. Além disso, 0
uso dessas leveduras na fabricacdo da cerveja pode, em alguns casos, exigir
mudancas importantes nas condi¢cdes do processo, como a disponibilidade de
oxigénio. Como padrdo de fermentagcdo, o mosto € aerado antes do processo
para incentivar o crescimento inicial da populacdo de leveduras. Apds esse
processo, a fermentacdo prossegue sem oxigénio adicional. JA quando ha
emprego de leveduras nao-convencionais (Torulaspora delbrueckii e
Brettanomyces spp.), baixos niveis de oxigénio sdo necessarios para
prosseguir a fermentacédo (46). No caso do co-cultivo de Saccharomyces e
leveduras ndo-convencionais, esta dependéncia de oxigénio pode
desempenhar um papel positivo no controle do crescimento das né&o
Saccharomyces, garantindo assim a conclusdo bem sucedida da fermentacéo
da Saccharomyces (44).

A producéo de cerveja depende de uma boa eficiéncia de rendimento da
fermentacdo que influenciam o aroma e sabor da bebida (47). Os perfis de
sabor da cerveja podem ser principalmente atribuidos as atividades
bioquimicas durante a fermentacdo, na qual os aclUcares do mosto sdo
convertidos em etanol e compostos volateis, tais como alcoois superiores e
ésteres, que sao compostos intermediarios e subprodutos do metabolismo da
levedura. Estes compostos volateis sao diferentes dos compostos aromaticos
presentes no malte e lUpulo e tem um impacto importante no aroma e sabor da

cerveja (44).
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3 PROPOSICAO

Desenvolver uma cerveja de baixo teor alcodlico com até 0,5 % (v/v) por
fermentacao interrompida que apresente caracteristicas de bebida isotbnica e
avaliar a producédo de cervejas de baixo teor alcodlico (< 3 % v/v) utilizando-se
fermentacdes mistas. Por objetivos especificos, i. caracterizar e comparar a
cerveja do tipo baixo teor alcodlico isotbnica com outras bebidas
comercialmente disponiveis (bebida isotdnica, cervejas sem alcool e cerveja de
baixo teor alcodlico isotbnica), ii. avaliar o perfil de cepas Saccharomyces e ndo
Saccharomyces e de co-fermentagcfes com as mesmas para a producdo de

cervejas de baixo teor alcodlico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DE CERVEJA DE BAIXO TEOR ALCOOLICO

Preliminarmente a producdo da cerveja de baixo teor alcodlico, lotes-
piloto foram produzidos para estabelecer parametros para futuras producodes.
Foram utilizados 3 kg de malte de cevada (Agraria®, Guarapuava, Brasil), 7 g
de lupulo Hallertauer Tradition (T90 em Pellet, 4,6 % a-acido, Alemanha), 6 g
de lupulo Hallertauer Magnum (T90 em Pellet, 12,3 % a-acido, Alemanha) e
11,5 g de levedura para cervejas de baixa fermentacdo (Saccharomyces
cerevisiae - M084 Mangrove Jacks®, Reino Unido). A partir de uma producgéo-
mae, os grupos foram subdivididos em:

A — fermentacdo por 2 dias com adicdo de sais de Na e K ao mosto
antes da fermentacgéo;

B — fermentacéo por 2 dias sem adicéo de sais;

C — fermentacédo por 3 dias com adicdo de sais;

D - fermentacéo por 3 dias sem adicao de sais;

A2 — grupo A submetido a filtragdo na maturacéo;

B2 — grupo B submetido a filtragdo na maturacgéo;

C2 — grupo C submetido a filtracdo na maturacao;

D2 — grupo D submetido a filtracdo na maturacao.

Em funcéo dos resultados obtidos (Anexo 1), conduziu-se a producao
na Faculdade de Tecnologia de Jaboticabal (FATEC “Nilo de Stéfani”),
Jaboticabal — SP. Para isso, foram utilizados malte de cevada (Best Malz®,
Alemanha), ldpulo (Hallertauer Tradition - T90 em pellet, 4,6% a-acido,
Alemanha), ldpulo (Hallertauer Magnum - T90 em pellet, 12,3% a-acido,
Alemanha), levedura (Saccharomyces cerevisiae - M084 Mangrove Jacks®,

Reino Unido) e agua potavel filtrada em filtro de carvéo ativado (Tabela 1).



TABELA 1. Insumos cervejeiros para producéo de 20 L de cerveja de baixo teor

alcodlico.

Insumos Quantidade
Agua

Malte 3000 g

Lapulo de aroma (Tradition)
Lapulo de amargor (Magnum)

Levedura S. cerevisiae M-084%®

10,09

14

As principais etapas do processo de producao incluiram a mosturacao,

filtracdo, fervura do mosto, fermentacdo, remocédo da levedura e maturacéao,

conforme descrito no fluxograma da Figura 1.

Figura 1. Fluxograma do processo de producdo de cerveja de baixo teor alcodlico

isotdnica por fermentagéo interrompida. Fonte: Autoria prépria.
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Foram produzidos quatro lotes de cerveja do tipo baixo teor alcodlico

puro malte, para que fosse possivel estabelecer a cinética e controle do
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processo fermentativo. O malte foi moido em sémola, casca e farinha e foi
empregada agua com pH 8,0 na producdo da cerveja. Foram utilizadas
temperaturas suficientes para a ativagao de a e B-amilase; 50°C por 5 minutos,
72°C por cerca de 10 minutos (até que o resultado do teste de iodo fosse
negativo) e 78°C por 5 minutos, para a inativagao das enzimas. Depois de 10
minutos, para a decantacdo dos solidos suspensos, iniciou-se a filtracdo do
mosto para outro recipiente e lavagem dos sélidos pela passagem de agua
quente (70°C) entre os mesmos visando a extracdo de aclUcares. ApoOs este
processo, a fervura foi realizada durante uma hora com adi¢cdo de IUpulo de
amargor (Magnum) e de aroma (Tradition) em etapas, antes da finalizacdo da
fervura (late hopping). Ap6s a adicdo de lapulo, foi adicionada ao mosto uma
pastilha de floculante e realizado o processo de whirlpool, que consiste em
gerar uma forca centripeta, fazendo com que as moléculas mais pesadas (trub)
se depositassem no fundo do recipiente. Procedeu-se o resfriamento com
auxilio de serpentina (20 - 25°C) e acondicionamento do mosto em recipientes
previamente sanitizados com solucdo de acido peracético (1 g.L ). O fermento
foi hidratado com cerca de 100 mL de mosto e suave agitacdo a temperatura
de 25°C. A viabilidade do fermento foi avaliada pelo método de azul de
metileno basico antes de iniciar a fermentacdo e apds dois dias ao final da
fermentacdo. Os quatro fermentadores, com cerca de 16 L no total, foram
armazenados a 9 + 1°C durante a fermentacdo. ApGs dois dias, a levedura foi
removida por centrifugacao (2000 g por 5 minutos) e a cerveja foi armazenada
em recipientes maturadores a 5 + 1°C por mais 12 dias.

A densidade inicial do mosto (original gravity) foi de 1,026 + 0,001, o teor
de solidos soltveis (SST) foi de 6,8 + 1,0 %, pH de 6,26 + 0,34 e a densidade
final da cerveja (final gravity) de 1,025 + 0,001. Durante a maturacdo, foram
adicionados a bebida 0,5 g.L! de cloreto de sédio (NaCl) e 0,125 g.L? de
fosfato monobasico de potassio (KH2PO4) para os ajustes de sais conforme a
RDC n° 18 da ANVISA, de 27 de abril de 2010 (10). A pasteurizacédo foi
realizada no ultimo dia, por imersao, empregando-se de 80 a 120 unidades de
pasteurizagéo (UP), o que correspondeu a 65°C por 20 minutos.

O processo adotado teve por objetivo manter o teor de etanol baixo por
meio da remocao da levedura, menor tempo de fermentacdo e utilizacado de

menos malte de cevada quando comparado aos procedimentos adotados para
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a produgao de cerveja do tipo ‘Pilsen’. Assim, normalmente obtem-se bebidas
que sao organolepticamente mais aceitaveis que aquelas obtidas pelos
meétodos de desalcoolizacédo, pois os metabdlitos produzidos pelas leveduras
colaboram para compor o sabor e aroma da cerveja. (48).

Os lotes-piloto foram produzidos entre fevereiro de 2017 e julho de 2017
e a producdo de quatro lotes padronizados (Figura 2) entre julho de 2017 e
fevereiro de 2018, assim como as analises de controle de qualidade dos

mesmos.

Figura 2. Etapas do processo de producdo da cerveja de baixo teor alcodlico com
caracteristicas isotdnicas. A. Mosturacao, B. Filtragdo dos solidos, C. Fervura do
mosto, D. Preparo da levedura para inoculacdo, E. Centrifugacdo para remocao de
levedura, F. Fermentacdo/maturacdo em estufa incubadora. Fonte: Autoria propria.

42 TESTE COMPARATIVO COM AS AMOSTRAS COMERCIAIS DE
BEBIDAS

Visando comparar a cerveja de baixo teor alcodlico com propriedades
isotonicas produzida pelo processo de fermentacédo interrompida com amostras
de bebidas comercialmente disponiveis aos consumidores, foram adquiridas
guatro amostras de lotes assim descritos:

- Cerveja tipo Pilsen: cerveja regular do tipo ‘Pilsen’, puro malte. Lotes
adquiridos em outubro de 2017 comercializados no estado de Séo Paulo com
datas de validade entre marco de 2018 e junho de 2018.
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- Bebida Isotbnica: repositor hidroeletrolitico. Lotes no sabor limé&o,
laranja e maracuja foram adquiridos em outubro de 2017 comercializados no
estado de Sédo Paulo com datas de validade entre abril de 2018 e junho de
2018.

- Cerveja 0,0%: cerveja com teor alcoodlico de 0% (v/v) com emprego de
adjuntos de malte na formulacdo. Lotes de quatro marcas distintas que
apresentam maior prevaléncia nos supermercados de cidades do estado de
Sé&o Paulo foram adquiridos entre novembro de 2017 a janeiro de 2018 com
datas de validade entre fevereiro de 2018 a julho de 2018.

- Cerveja Isotbnica de baixo teor alcodlico: cerveja do tipo baixo teor
alcoolico, (< 0,5% v/v) e caracteristicas de bebida isotbnica. Lotes adquiridos
em dezembro de 2017 na regido de Stuttgart (Alemanha) com datas de
validade entre abril de 2018 a junho de 2018.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) constituido dos quatro tratamentos representados pelas
bebidas desenvolvidas (i. cerveja de baixo teor alcodlico por fermentacdo
interrompida com caracteristicas isotbnicas) e amostras controle, (ii. cerveja
regular ‘Pilsen’ puro malte adquirida no mercado nacional; iii. bebida isotdnica
adquirida no mercado nacional; iv. cervejas 0,0% alcool adquiridas no mercado
nacional; v.cerveja de baixo teor alcodlico do tipo isotbnica importada), com
quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)

e as médias comparadas pelo teste de Tukey.

4.4 DETERMINACOES ANALITICAS

Para a analise e caracterizacao da cerveja de baixo teor alcodlico com
propriedades isotonicas produzida pelo processo de fermentacao interrompida,
foram coletadas amostras ao longo da fermentacdo e maturacéo. Estas foram
filtradas e posteriormente congeladas a -50 °C até o momento das analises. Ja

as amostras de fermentagdes mistas foram congeladas a -20 °C.
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4.4.1 pH

A determinacdo do pH foi realizada pelo método potenciométrico. Este
consistiu em se determinar o pH das amostras pela imersdo do eletrodo
diretamente na bebida utilizando um pHmetro de bancada (Gehaka, PG 2000,
Brasil) previamente calibrado (49).

4.4.2 Determinacéo do teor de sélidos soluveis totais (SST)

O teor de SST foi determinado pelo indice de refracdo com uso de
refratbmetro (Impac, IPB-32KT, Brasil) que foi calibrado para analises
realizadas a 20°C. O resultado foi expresso em porcentagem (%), sendo

equivalentes a 1 g de solidos solaveis em 100 mL de solucao.

4.4.3 Teor alcodlico

O teor alcodlico foi determinado por meio de um densimetro (Anton Paar®,
DMA 4500 M, Brasil) que possui tubo oscilatério em “U” e foi calibrado com
alcool absoluto (99%). Além da densidade, este equipamento forneceu o teor
alcodlico da cerveja que, para isso, foi previamente destilada em
microdestilador (Tecnal, TE-012, Brasil), e posteriormente, seu destilado
submetido a analise densimétrica (49).

4.4.4 Osmolalidade

A osmolalidade foi determinada pelo ponto de depressdo de
congelamento da &gua utilizando um osmémetro (Advanced Instruments Inc.,
3250, EUA) previamente calibrado com solugbes-padrao de 100, 200 e 1000
mOsmol.kgt. Também foram aferidas as osmolalidades da agua deionizada e
soro fisiol6gico, obtendo-se zero (0) e 290 mOsmol.kg?, respectivamente. Os

resultados foram expressos em mOsmol.kg™ (50).
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445 Cor

A analise de cor foi realizada em espectrofotbmetro UV-visivel com
leitura a 430 nm, segundo metodologia adaptada da European Brewery
Convention (51). As amostras foram filtradas e centrifugadas a 2000 g por 10
minutos para eliminar as particulas em suspenséo ou turbidez. Esta andlise foi
realizada em triplicata e o branco foi constituido de agua destilada. A cor foi
determinada utilizando-se a equacdo (1) e expressa em unidades SRM
(Standard Research Method):

Cor (SRM) = 10.A.Fc (1)

Onde: A: absorbancia obtida a 430 nm, Fc: fator de corre¢éo para a cubeta de 1 cm = 1,27

Para o calculo na unidade de EBC, utilizou-se a equacéo (2):

EBC=SRM .197 (2)

Onde: EBC: unidade European Brewery Convention

Segundo o Decreto n° 6.871, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), de 4 de junho de 2009, as cervejas claras devem
apresentar menos de vinte unidades EBC (European Brewery Convention)
(51,52).

4.4.6 Amargor

Os alfa-acidos sé@o os principais componentes da lupulina e portanto,
responsaveis pelo sabor amargo na cerveja. A concentracdo de iso-alfa-acidos
dissolvidos na cerveja é medida em International Bitterness Units (IBU) (53). Os
iso-alfa-acidos foram extraidos a partir de 10 mL de amostras resfriadas a 5°C
com a adicdo de 20 pL de alcool octilico, 1 mL de HCI (3 M) e 20 mL iso-
octano. Em seguida, os tubos foram agitados por 15 minutos e centrifugados a
2000 g por 10 minutos para romper a emulséo. A concentragéo foi determinada
em espectrofotometro UV-visivel (Nova Instruments, NI2200, Brasil) no
comprimento de onda de 275 nm. Para o branco utilizou-se iso-octano

adicionado de 20 pL de alcool octilico (54,55).
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Para calcular o amargor em IBU, utilizou-se a equacéo (3):
IBU=A.50 (3)

Onde: A: absorbancia a 275 nm.

4.4.7 Determinacao de acidez total titulavel (ATT)

A determinacgdo do teor de acidos presentes nas amostras foi realizada
por meio de titulacéo &cido-base (49). Foram utilizados 10 mL de amostra para
cada repeticdo analitica. As amostras foram tituladas com solucdo de NaOH a
0,05 M, até pH 8,2 - 8,4 que corresponde ao ponto final de viragem do

indicador fenolftaleina (0,1%). A ATT foi expressa em mEq.L*

4.4.8 Determinacgdo do teor de acUcares redutores e totais

O teor de acUcares redutores e totais foi determinado pelo método
titulométrico de Lane-Eynon (49,56). Os acUcares ndo redutores sofreram
hidrolise prévia em meio acido, liberando os dissacarideos em seus
monossacarideos, 0s quais reagiram com 0s ions cupricos da solucdo de
Fehling, reduzindo-os a ions cuprosos, sob a acao do calor em meio alcalino. O
resultado foi expresso em teores de acUcares redutores e de acgUcares totais

em glicose (g.L™).
4.4.9 Compostos fendlicos - indice de polifendis totais

A guantificacdo de compostos fendlicos foi realizada baseada no método
(57) com adaptacdes (58). Foram preparados padrdes de acido galico em agua
destilada nas concentracdes de 1,8; 3,6; 5,4; 7,2 e 9,0 gL' A reacéo
colorimétrica com reagente de Folin-Ciocalteau e carbonato de sodio a 15 % foi
realizada em triplicata. Apés 1h30, a absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotdometro (Nova Instruments, NI2200, Brasil) em comprimento de onda
de 760 nm, utilizando-se agua destilada e reagente de Folin-Ciocalteau como

branco. O teor de fendlicos totais foi expresso em mg.L* de acido galico.
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4.4.10 Determinacao do teor de sédio (Na+) e potassio (K+)

As analises foram realizadas utilizando-se espectrometria de emisséo
atbmica de chama, em fotdbmetro de chama (Instrumentation Laboratory Inc.,
modelo 143, EUA) nas quais as amostras desgaseificadas foram diluidas em
1/5 (viv) em agua destilada (59). Para a curva analitica, foram preparadas 3
solucbes de Na*, K* e Li* [utilizado como padrdo interno (20 mg.L?)]. As
concentrag@es finais de Na* foram: 1,0; 10; 20; 30 e 40 mg.L?. J4 as de K*

foram: 1,0; 5,0; 10; 15; 20 mg.L™*. Os resultados foram expressos em mg.L™.

4.5 DETERMINACOES MICROBIOLOGICAS

Foram realizadas andlises microbiolégicas em producdes desenvolvidas
com a finalidade de avaliar as condi¢cdes de sanitizacdo e adaptacdo das

leveduras ao mosto cervejeiro.

4.5.1 Contagem global de microrganismos

Apos 10 dias de maturacdo, as amostras de cerveja foram submetidas a
contagem global de microorganismos aerbébios estritos (bactérias
heterotréficas) pela técnica de espalhamento superficial em Plate Count Agar
(PCA). As amostras foram previamente homogeneizadas, diluidas e incubadas
por 48 h a 32°C e os resultados expressos em unidades formadoras de colbénia
por mL (UFC.mL™1).

Foram adicionados 0,9 mL de solucao salina 0,9 % (p/v) estéril e 100 pL
de amostra. Em seguida, foram homogeneizadas e diluidas de acordo com as
recomendacdes descritas pelo Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (60). As diluicbes das amostras foram selecionadas,
baseando-se na contagem de microrganismos esperada para cada amostra.
Foram realizadas duplicatas para cada diluicio e selecionadas placas com

contagens entre 30 - 300 colbnias.
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4.5.2 Viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae pelo método de
azul de metileno bésico (Ringer)

Neste método adaptado (61), as células nado viaveis se coram em
contato com o azul de metileno, enquanto as viaveis ndo. A contagem &
realizada em camara de Neubauer utilizando-se 0,5 mL de suspensao celular
obtida do mosto antes e apds a fermentagdo. Para o célculo da viabilidade

celular, utilizou-se a seguinte equacao:

Viabilidade (%) = ——2222 100 (4)

viaveis +nio vidveis
Onde: Viaveis: células vivas ndo coradas, Nao viaveis: células mortas coradas de azul.

4.6 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial foi realizada no Laboratorio de Anéalise Sensorial do
Departamento de Alimentos e Nutricdo da UNESP, Campus de Araraquara e
para a realizacdo da mesma o0 protocolo de avaliacdo foi previamente
encaminhado & Comiss&o de Etica da UNESP-FCF, sendo a mesma aprovada
com Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica (CAAE)
60050016.8.0000.5426 e numero de parecer 2.068.055 (ANEXO II).

O teste de aceitacdo avaliou a aparéncia, aroma, sabor e impressao
global da cerveja desenvolvida e de mais duas amostras comerciais de
cervejas do tipo 0,0%. A escala heddnica variou de 1 “desgostei muitissimo” a 9
“gostei muitissimo”, sendo 5 para “indiferente”. A atitude de compra também foi
avaliada através de uma escala de 5 pontos que varia de: “Certamente eu
compraria este produto” a “Certamente eu ndo compraria este produto” (62), de
acordo com o modelo de ficha (ANEXO II). Para isso, contou com a avaliacéo
de um grupo de 115 julgadores nao treinados com mais de 18 anos e que nao
possuiam sensibilidade ou alergia a nenhum dos ingredientes da bebida.
Pessoas intolerantes ao gliten ou portadora de doencas cronicas nao
participaram da analise sensorial. Algumas perguntas como: “vocé gosta ou
costuma tomar isoténicos” ou “vocé gosta ou costuma tomar cerveja” estiveram

presentes no questionario para avaliar a representatividade das pessoas que
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apreciam esses produtos, bem como preguntas sobre a frequéncia de atividade
fisica destes mesmos julgadores.

As cervejas comerciais corresponderam as cervejas avaliadas
anteriormente cujas abreviagcdes eram 0,0% (1) e 0,0% (2). Estas foram
adotadas para esta analise sensorial devido a maior prevaléncia destas marcas
nos supermercados do estado de Sao Paulo.

Os resultados foram avaliados mediante analise de variancia (ANOVA) e
diferenciacdo das médias pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de
5%.

4.7 CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS PARA  APLICACAO
TECNOLOGICA EM CERVEJAS

Vinte cepas, das quais catorze Saccharomyces e seis hao
Saccharomyces, isoladas previamente de matrizes alimentares (péo, mosto de
uva e cerveja), foram avaliadas quanto ao seu desempenho fermentativo para
glicose e maltose, estresse oxidativo, catalase e pela extracdo de DNA das
cepas Saccharomyces seguida do sequenciamento em PCR da regiao inter-o.
Todas as cepas pertenciam a colecdo de culturas do “Laboratério de
Microbiologia de Leveduras” da Universita degli Studi della Basilicata (Potenza,
Italia).

Entre as cepas de Saccharomyces cerevisiae empregadas nos testes
constavam: CA1-4Sc2; CD2-6Sc2, Ba215, E1-6, EC1118, LL-1, M3-59, M4,
M5-15, P4, Sc5-25, TA4-10, 4LBI-3. Ja a cepa Sh, Saccharomyces boulardii,
apesar de pertencer ao mesmo género, ndo € da mesma espécie. Outras 6
cepas, ndo Saccharomyces incluiram: duas espécies de Candida zemplinina
(SNM2 e TSF), uma espécie de Zygosaccharomyces baili (CR1) e trés
espécies de Torulaspora delbrueckii (LC2-1, 365 e 425).
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4.7.1 Avaliacado da capacidade fermentativa das leveduras

As cepas foram cultivadas em meio YPD (yeast extract peptone
dextrose) contendo 1% (p/v) de extrato de levedura, 2% de peptona (p/v) e 2%
(p/v) de glicose. Também foram preparadas solucdes estéreis de acuUcares
(glicose e maltose) como fonte de carbono a uma concentracdo de 60 g.L™.
Antes da inoculacdo no meio, foi efetuada a suspensdo em agua estéril de
cada cepa, cerca de 10° celulas.mL, cuja absorbancia estava compreendida
entre 0,2 a 0,4 quando avaliada em comprimento de onda de 600 nm. Em
seguinda, 0,1 mL dessa suspensao foi inoculada em tubos de ensaio contendo
0 meio, solucdo de glicose ou maltose e tubo de Durham, sendo estes
armazenados em estufa a 26 + 1°C por 14 dias. O experimento foi conduzido
em triplicata e o controle da producdo de géas foi efetuado todos os dias e
expresso como: forte, fraco, fraquissimo ou ausente segundo as bolhas de gas
presentes no interior do tubo de Durham. Também foi realizado tubo controle
negativo sem levedura e positivo com S. cerevisiae (EC), segundo a
metodologia adaptada descrita (63)

Os dados adimensionais foram submetidos a andlise de agrupamento
(cluster), juntamente com os dados dos itens 4.5.2 e 4.5.3. O dendrograma foi

gerado usando o método de Ward (44).

4.7.2 Atividade da catalase

A atividade catalitica das leveduras foi avaliada segundo método
adaptado (63). Para isso, uma gota de solucao de perdxido de hidrogénio a 3%
(v/v) foi colocada diretamente em contato com a levedura refrescada 48 h antes
do experimento. Os resultados foram expressos em tempo para a formagéo de

bolha em segundos (s).

4.7.3 Tolerancia ao estresse oxidativo

As cepas foram submetidas a crescimento anaerdbico em 20 mL de
meio YPD em inoculagao por profundidade em placas. Antes da inoculagcdo no
meio, foi efetuada suspensdo em Aagua estéril de cada cepa, cerca de 10°
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celulas.mL?, cuja a absorbancia estava compreendida entre 0,2 a 0,4 quando
avaliada em comprimento de onda de 600 nm. A sensibilidade ao peroxido de
hidrogénio foi avaliada pela adicdo de 70 puL de quatro concentracdes distintas
de peréxido (25, 50, 100 e 250 mM) em cada po¢o de 5 mm de didmetro no
meio de cultura. As placas foram incubadas a 26 + 1°C por 24 - 48 h. Os
resultados foram avaliados segundo o tamanho do halo formado (zona de
inibicdo), ou seja, onde ndo houve crescimento da levedura de acordo com

versdo adaptada do método (63).

4.7.4 Extracao de DNA

Foram obtidas colbnias Unicas provenientes de cultivo em superficie em
meio YPD. A col6nia foi ressuspendida em 1 mL de solu¢ao tampéo estéril (10
mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 M NaCl, pH 7,8 £ 0,2) e posteriormente
homogeneizadas em vortex. Em seguida, centrifugou-se por 5 minutos (2000 g)
e eliminou-se o sobrenadante. O pellet foi lavado com agua estéril, novamente
homogeneizado e centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 0,2 mL de InstaGene® matrix ao pellet. Procedeu-se a incubacéo a
56°C por 30 minutos, homogeneizou-se e o material foi submetido a fervura por
8 minutos. Posteriormente, homogeneizou-se e centrifugou-se. O
sobrenadante foi transferido para um eppendorf e congelado até o momento da

realizacdo da analise de PCR (64).

4.7.5 Amplificacdo de DNA e primers

Foram utilizados os primers delta2 R (5’-GTGGATTTTTATTCCAAC-3)
(65) e delta1l2 F (5-TCAACAATGGAAATCCCAAC-3’) (66). O programa de
amplificagéo da regido interdelta foi: 1° fase: desnaturacdo em um ciclo de
97°C por 10 minutos. 2° fase: amplificacdo em 35 ciclos de 95°C por 30
minutos. 3° fase: extensdo final, em um ciclo de 72°C por 10 minutos. O
produto da amplificagéo foi separado mediante eletroforese em gel de agarose
a 2% submetido a 90 V por 90 minutos, em 1% de tampé&o Tris/borato/EDTA.

As reacdes foram executadas em termociclador (Bio-Rad®, Italia) com os

primers citados anteriormente. A reacao foi preparada a partir de 3 pL de DNA,
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0,25 uL Taq polimerase (Pharmacia®), Taq buffer (10 pL Tris-HCI, 50 mM KClI,
0,08%, Nonidet P-40%®), 25 mM de cada primer, 10 mM de cada dNTP e 4 pL
MgCla.

4.7.6 Fermentacdo em escala de laboratdrio com culturas mistas

Baseado na capacidade fermentativa das cepas anteriormente descritas,
foram escolhidas 4 cepas para que fossem executadas as fermenta¢cées mistas
de uma cepa Saccharomyces com outra cepa nao Saccharomyces em
pequena escala, ou seja, 100 mL de mosto. Adotou-se a cepa P4
Saccharomyces cerevisiae (Sc) e as seguintes cepas ndo Saccharomyces:
Torulaspora delbrueckii (Td) (LC2-1), Candida zemplinina (Cz) (TSF),
Zygosaccharomyces bailii (Zb)(CR1). Assim, foram executadas as seguintes
fermentacdes mistas em triplicata em meio constituido de extrato de malte
(17,0 g.L1) e peptona microbioldgica (3,0 g.Lt) com os seguintes grupos: 1) Sc
P4 sem adicédo de outra cepa; 2) Sc P4 + Td LC2-1; 3) Sc P4 + Cz TSF; 4) Sc
P4 + Zb CR1.

As fermentacBes foram realizadas a 20°C em frascos contendo 100 mL
do meio, utilizando-se mosto maltado lupulado de densidade 1,0085; pH 5,92 e
SST de 9%. As cepas foram inoculadas na concentracdo de aproximadamente
106 células.mL™. As fermentagdes foram monitoradas medindo-se a perda de
massa dos frascos devido a producdo de CO2, que foi seguido até o final da
fermentacdo. Outras determinacfes analiticas incluiram as andlises de SST
(%), teor de etanol (% v/v) e de compostos secundarios (mg.L™), antes e apés
a refermentacéo.

Os compostos secundarios como acetaldeido, acetato de etila, 1-
propanol, 2-butanol, 1-butanol, acetoina, acido acético, 2-metil-butanol, 3-metil-
butanol foram determinados por injecdo direta da amostra utilizando-se
cromatografia gasosa, ou seja, 1 yL de amostra de cerveja antes e apds a
refermentacdo, foram injetadas em cromatégrafo (Agilent 7890 A, Holanda)
com coluna de vidro de 180 cm x 2 mm com Carbopack B/5% e Carbowax 20%
(Supelco®). A amostra de entrada foi operada a 200°C e a temperatura do forno
foi programado para aumentar de 70°C para 120°C a uma taxa de 5°C / min a
120°C, 2°C / min a 130°C e 7°C / min a 180°C. A duragao da corrida foi de 27
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minutos. Para a analise de teor de etanol, foi utilizado o mesmo equipamento,
porém sem rampas de temperatura (100°C) e duracéo da corrida de 8 minutos.
O gas da fase movel foi o hélio (He) a um fluxo de 20 mL.min"t. Os padrées dos
referidos compostos foram injetados previamente, obtendo-se a curva de
calibragéo e o tempo de retencéo para cada pico. Os dados foram analisados

por analise de componentes principais (ACP) com o software Past 3® (44).

4.7.7 Avaliacéo da viabilidade celular em meio agar nutriente WL

A viabilidade e morfologia das colénias foram avaliadas no tempo zero
da fermentacéo e final da maturacéo pela contagem de células viaveis em meio
agar nutriente WL. Para isso, o meio foi preparado conforme instrucao do
fabricante (Oxoid, Hampshire, UK), 75 g dissolvidos em 1 L de agua. O pH foi
corrigido com solucdo de carbonato de sodio para 6,5+ 0,2 e 0 meio
esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C. A incubagao para o cultivo
ocorreu em placas a 28 + 1°C de 3 a 5 dias. (44).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DE CERVEJAS DE BAIXO TEOR ALCOOLICO

A partir dos resultados obtidos com cervejas de baixo teor alcodlico,
foram produzidos lotes de cervejas de baixo teor alcodlico conforme o descrito
no item 4.1 e ANEXO I. A fermentacéao foi de dois dias, com adicéo de sais no
dia zero e o fermento foi removido por meio de centrifugacdo, que comparada
a filtracdo, mostrou-se mais eficiente, mais rapida e com menor exposicédo do
produto a contaminacgéo e oxidacao pelo oxigénio presente no ar.

A producdo de etanol (%) durante a fermentacdo e maturacdo da

cerveja de baixo teor alcodlico pode ser observada na Figura 3.

Figura 3. Teor de etanol (% v/v) observado durante o processo de producdo de cerveja de
baixo teor alcodlico isotbnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio padrédo da média
(n=4).
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Foi observado aumento no teor alcodlico (%) até o segundo dia de
fermentacao, a partir do qual verificou-se uma estabilizacdo em 0,2 % (Figura
3). Desta forma, a cerveja produzida pode ser classificada como cerveja de
baixo teor alcodlico, segundo o Decreto n° 6.871, do MAPA, de 04 de junho de
2009 e determinagao mais recente do STJ (52, 5).

Em relagé&o ao pH, inicialmente foi observado um valor de 6,0 e durante

0 processo de fermentacdo, destacadamente nos dois primeiros dias, foi
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observada uma reducéo, seguida de uma estabilizagdo na faixa de 4,8 + 0,1

até o final da maturacao (Figura 4).

Figura 4. Potencial hidrogeniénico (pH) observado durante o processo de producéo de cerveja
de baixo teor alcodlico isotbnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio padrédo da
média (n=4).
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O pH adequado para o desenvolvimento ideal das leveduras € muito
variavel, pois cada cepa tem suas condi¢des 6timas de desenvolvimento. Em
uma revisdo sobre o pH no malte e producdo de cerveja (67), alguns autores
citaram o pH 6,0 como sendo 0 mais préximo ao pH fisiolégico das células e,
portanto, mais efetivo ao desenvolvimento das leveduras. Por outro lado, outros
autores citam a faixa de pH entre 53 e 5,6 como a mais adequada por
favorecer o aproveitamento de aminoacidos.

Existem véarios fatores que influenciam o cultivo da S. cerevisiae, pois 0
crescimento celular ndo depende apenas do pH. Fatores como a temperatura e
componentes do meio, por exemplo, carbono e nitrogénio, sdo muito
importantes para o desenvolvimento dos microrganismos. No caso da S.
cerevisiae, hd uma preferéncia por agucares em relacdo a qualquer outra fonte
de carbono disponivel (68). Desta forma, o SST também foi determinado
(Figura 5).
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Figura 5. Teor de soélidos sollveis (SST %) observado durante o processo de producdo de
cerveja de baixo teor alcodlica isotdnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio
padrao da média (n=4).
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Os valores de SST nao apresentaram variacao significativa (p > 0,05)
durante a fermentagcdo e maturacdo, mantendo-se em torno de 6,0 % (Figura
5). Desta forma, grande parte do acucar disponivel ndo foi aproveitada para a
producdo de etanol pelo processo fermentativo, o que também foi confirmado
pela manutencédo dos teores de acucares redutores e totais (Figura 6).

Em geral, a composi¢gdo dos mostos varia muito quanto ao teor de
acucares, uma vez que esta composicdo depende da matéria-prima
empregada, principalmente do malte e dos fermentos utilizados, o que pode
resultar em uma cerveja com até 90 % de carboidratos. O pequeno consumo
de monossacarideos indica que esta fonte ndo foi esgotada completamente e
assim, nado foram exploradas pela levedura outras fontes como maltose e
maltotriose, que sdo abundantes no mosto, porém sdo normalmente utilizadas

apos o esgotamento dos agucares mais simples (68).
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Figura 6. Teor de acgUcares totais e redutores (%) observados durante o processo de producao
de cerveja de baixo teor alcodlico isotdnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio
padrdo da média (n=4).
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A preferéncia por glicose pelas leveduras em relagdo a qualquer outro
acucar sofre influéncia de mecanismos controlados pela indugéo das proteinas
que favorecem a fermentacéao, repressao das enzimas da cadeia respiratoria e
do ciclo do glioxilato e inativacdo das enzimas-chave da gluconeogénesis.
Quando a célula segue o metabolismo fermentativo, ocorre o processo de
transformacao do piruvato, na auséncia de oxigénio, com objetivo de oxidar a
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) produzida na via
glicolitica. Etanol, acidos organicos e CO2 sdo produzidos, além da excregao
do glicerol. Este ultimo obtido pela reoxidacdo de NADH. A auséncia de tiamina
no mosto, por exemplo, pode favorecer a producdo de &cido latico e assim o
NADH é oxidado, por reducéo do piruvato, para lactato em vez de acetaldeido
em etanol (69).

A manutencdo dos SST (Figura 5) e de acucares totais e redutores
(Figura 6), comprovam a limitacdo da producdo de etanol durante o processo
fermentativo (Figura 3).

E importante ressaltar que na fase lag ocorre a adaptacéo das células ao
meio de crescimento e este corresponde ao periodo que vai da terceira a
décima quinta hora apds a inoculacdo. Normalmente ndo se observam
alteracdes significativas nos parametros fisico-quimicos durante esta etapa.
Contudo, ha sintese de enzimas e coenzimas que irdo constituir o processo de

divisdo celular na etapa exponencial de crescimento, que ocorre do primeiro ao
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quarto dia apds a inoculacdo. Durante esta fase, ocorre aumento da contagem
de células viaveis assim como producédo de etanol e compostos de aroma. A
glicose e frutose sdo consumidos primeiramente, em seguida a sacarose,
maltose e por ultimo a maltotriose. Contudo, algumas cepas de leveduras nédo
fermentam este Ultimo aclcar e a capacidade de fermentar a maltotriose
determina a cada cepa seu grau de atenuacao (70). No caso da cerveja de
baixo teor alcodlico produzida, a interrupcdo da producdo ocorreu no inicio
desta fase, com poucas alteracfes nos parametros fisico-quimicos e nos teores
de acucares, conduzindo a um teor de etanol inferior a 0,20 % (Figuras 6 e 3).

Na fase estacionaria, o numero de células viaveis é constante e ocorre
de trés a dez dias ap6s a inoculacdo. A maioria dos compostos de aroma ja
foram produzidos e a cerveja € denominada “verde” (71).

Para conferir a cerveja de baixo teor alcodlico caracteristicas de bebidas
isotdnicas, ao final a maturacdo (12° dia) foram adicionados sais de Na e K na
forma de cloreto de sodio (NaCl) e fosfato monobasico de potassio (KH2POa4).
Desta forma, a osmolalidade da bebida apresentou suave oscilacdo durante a
produgcdo permanencendo na faixa que a caracteriza como bebida isotonica

apos a adicédo de Na e K (285 mOsmol/kg™) (Figura 7).

Figura 7. Osmolalidade (mOsmol.kg?) observada durante o processo de producédo de cerveja
de baixo teor alcodlico isotdnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio padrdo da
média (n=4).
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A adigcdo dos sais que constituem a formulacdo das bebidas isotonicas

comerciais, tais como o cloreto de sodio, o citrato de so6dio e o fosfato
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monobasico de potéssio foi avaliada na producdo dos lotes-piloto (item 4.1,
ANEXO I). As concentracdes utilizadas seguiram as recomendadas pela RDC
n° 18, do ANVISA, de 27 de abril de 2010, ou seja, 0,500 g.L* de sais de Na e
0,125 g.L* de sais de K (10). A adicdo de Na e K no momento da inoculacéo
ndo foi capaz de impedir a fermentacdo, tampouco produziu efeitos toxicos
nocivos as leveduras. Além disso, tanto a adicdo no momento da inoculacao
como na maturacdo, ndo alteraram as caracteristicas sensoriais do produto
final.

Em relacéo a acidez titulavel (Figura 8), houve um aumento significativo
no inicio da fermentacéo, até o segundo dia, que coincidiu com a diminui¢ao de
pH (Figura 4).

Figura 8. Acidez titulavel (mEq.L') observado durante o processo de producédo de cerveja de
baixo teor alcodlico isotbnica por 15 dias. As barras verticais indicam o desvio padrao da média
(n=4).
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Grande parte dos acidos encontrados nas bebidas é oriunda dos
insumos que as originaram. No entanto, o metabolismo das leveduras também
€ capaz de altera-los, principalmente durante a fermentacédo, pois estas séo
capazes de produzir outros acidos organicos como sub-produtos das vias
metabdlicas (72). Em geral, existem mais de 100 tipos de acidos organicos
presentes nas cervejas que ajudam a constituir o sabor reconhecido como
refrescante e leve. O ideal € que a acidez titulavel esteja controlada a niveis
préximos ou inferiores a 1,65 mEg.L?, uma vez que quando encontra-se acima

de 1,9 mEq. L, apresenta acidez marcante (73).
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Durante a fase lag da fermentacao, acetato e piruvato sao excretados
pelas proprias leveduras, o que justificaria o aumento de acidez titulavel no
segundo dia e consequente manutencdo dos niveis até o quinto dia, onde
mesmo na auséncia da levedura os niveis de piruvato ndo sdo alterados na
cerveja (69). O succinato também € formado nas etapas iniciais de producao
de etanol, principalmente quando o pH chega a faixa de 4,0 a 4,4 (72).
Portanto, apesar da cerveja de baixo teor alcoodlico produzida nao ter chegado
a um pH tdo baixo, ainda assim pode ter havido contribuicdo do acido succinico
para 0 aumento da acidez titulavel durante a fermentagdo e inicio da
maturacao.

Quanto aos compostos fendlicos, ndo houve alteracdes significativas
(p > 0,05) em seus niveis no decorrer da producao e a oscilacdo encontrada
pode ser considerada como resultante das variacbes entre os distintos lotes
(Figura 9).

Figura 9. Compostos fendlicos (mg.mL! acido gdlico) observados durante o processo de
producéo de cerveja de baixo teor alcodlico isotdnica por 15 dias. As barras verticais indicam o
desvio padrao da média (n=4).
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Os compostos fendlicos sdo em sua maioria provenientes do malte (70 a
80 %) e estdo presentes como fendis simples, acidos fendlicos, derivados de
acidos hidroxicinamicos e flavondides. Estes sdo modificados durante as
etapas de producédo da cerveja (74,75). A mosturacdo é responsavel por boa
parte do incremento dos compostos fendlicos, sendo que na fermentagéo pode
ocorrer aumento ou dimuinuicdo devido a precipitacdo deste compostos. Na

filtracAo pode ocorrer também um decréscimo de compostos fenélicos devido a



35

remocdo de particulas em suspensdo na bebida. Além disso, o
armazenamento, principalmente por longos periodos (acima de 10 semanas),
também pode comprometer a integridade do acido clorogénico e vanilico, no
entanto, outros compostos parecem nao sofrer influéncia pelo armazenamento
(76).

Foram estudados os efeitos dos polifendis em bebidas e destacaram que
na cerveja os compostos presentes no ldpulo, tais como o xantoumol e seus
metabdlitos isoxantoumol e 8-prenilnaringenina, promovem beneficios a saude
atuando como anticarcinogénicos, anti-inflamatérios e antioxidantes (75). A
disponibilidade dos compostos fendlicos em cada bebida variou muito e foi
altamente dependente da matéria-prima, processo de producédo e solubilidade
dos mesmos nos meios que 0s constituem, por isso, € complexo atribuir
beneficios especificos a cada um deles.

A viabilidade celular da S. cerevisiae foi avaliada ap6s o preparo do
inéculo constituido de fermento M-084 da marca Mangrove Jacks®, conforme

pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3. Viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae durante as producdes de
cerveja de baixo teor alcodlico antes da fermentagdo (inicial) e apos a fermentagéo
(final).

Viabilidade (%)

Inicial Final
Producéo 1 942+ 5 752+ 9
Producao 2 802+4 772x7
Producao 3 772+5 802+ 6
Producéo 4 852+ 6 82a+4

ab | etras diferentes indicam diferenca estatistica entre inicio e fim da fermentacdo de uma
mesma producéo, p < 0,05.

O azul de metileno possui carga negativa que € a mesma carga da
membrana da célula da levedura. Portanto, quando a célula esta viva, o
corante ndo penetra na mesma, corando somente as células ndo viaveis de
azul (61). O balanco entre células viaveis e néo viaveis € o que se denomina
viabilidade (%). Em geral, a viabilidade apresentou-se superior a 70 % e néo
houve diferencas antes ou apés a fermentacdo em cada producédo (Tabela 3)
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com excegdo da produgdo 1. Em trabalho sobre o monitoramento da
fermentacdo de S.cerevisiae na producdo de cerveja, foram encontrados
valores de viabilidade de cerca de 85 % (77).

A viabilidade celular durante a fermentacdo pode ser afetada pelo
estresse nutricional, temperatura de fermentacdo e pH do mosto. Nas
producdes de cerveja de baixo teor alcodlico foram disponibilizadas menores
quantidade de acucares e proteinas oriundos do malte, o que poderia afetar a
viabilidade. Da mesma forma, o estresse oxidativo deve ser levado em
consideracdo, principalmente nos estagios de propagacao e fermentacdo. No
entanto, as leveduras também sdo capazes de se adaptar a condicbes que néo
sejam exatamente as ideais para seu desenvolvimento (78), 0 que permite uma
variagdo grande de desenhos experimentais e obtencdo de produtos finais
diversos. No presente trabalho, estas se adaptaram as condi¢cées impostas
resultando no produto desejado.

Na Tabela 4 podem ser observados os resultados da contagem global

de microrganismos nas diferentes producdes de cerveja de baixo teor alcodlico.

Tabela 4. Contagem global de microrganismos (UFC.mL™?) em meio PCA para quatro
lotes distintos (P1, P2, P3 e P4), com tratamento térmico (CTT) e sem tratamento
térmico (STT).

P1(UFC.mL*") P2 (UFC.mL?) P3(UFC.mL") P4 (UFC.mL?)

CTT 125*%3,5 11,02+1,4 10,5*+ 3,5 9,72+ 3,3

STT  164,0x10°+9,9 165,5x10° + 13,1 169,0x10°+9,2 159 2x10° + 10,8

ab | etras diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05) segundo ANOVA com
diferenciagdo das médias entre as produgdes (P1, P2, P3 e P4) pelo teste de Tukey.

Esta contagem detecta o niumero de bactérias aerébias ou facultativas
mesodfilas (35 a 37 °C) presentes nos alimentos, e € um dos indicadores
microbiolégicos de qualidade mais comumente utilizados. Foi observada uma
drastica reducdo na contagem de microrganismos apos o tratamento térmico
(Tabela 4), que consistiu em submeter as amostras a 65°C por 20 minutos, o
que equivale de 80 a 120 unidades de pasteurizacdo (UP) ja preconizados para
o tratamento de cerveja sem alcool ou de baixo teor alcodlico, sendo que
quanto menor o teor de etanol, maior o niumero de UP necessarias para

eficacia do tratamento térmico (79).
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A RDC n° 12, da ANVISA, de 02 de janeiro de 2001 (80), estabelece os
padrées microbiolégicos sanitarios para alimentos, no entanto, as bebidas
alcoodlicas ndo estdo incluidas nesta lista. Portanto, a legislacdo brasileira
define que nas bebidas alcodlicas a contagem de microrganismos “nao deve
estar presente em quantidades superiores aos limites estabelecidos no
Regulamento Técnico MERCOSUL correspondente”, descrito na Instrugcao
Normativa 54, do MAPA, de 05 de novembro de 2001 (81).

A contagem de bactérias aerdObias mesdfilas em cervejas filtradas e/ou
engarrafadas deve ser de no maximo 100 UFC.mL™? (82). Assim, as cervejas
CTT das quatro producdes analisadas encontram-se dentro das

recomendacdes.

5.2 COMPARACAO COM AS AMOSTRAS COMERCIAIS DE BEBIDAS

O teor de etanol da cerveja de baixo teor alcodlico produzida foi
comparada as amostras comerciais (Tabela 5).

Tabela 5. Teor de etanol (% v/v) da cerveja sem alcool produzida e de bebidas

comerciais.
Teor alcodlico % (v/v)

Cerveja baixo teor alcoolico produzida 0,202 + 0,02
‘Pilsen’ 4,66° + 0,08
Bebida Isotbnica 0°+£0

Cerveja 0,0% (1) 0c+£0

Cerveja 0,0% (2) 0c+£0

Cerveja 0,0% (3) 0°c £ 0

Cerveja 0,0% (4) 0c+0

Cerveja baixo teor alcoolico isotbnica 0,269 + 0,01

abc | etras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores (p < 0,05)
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias pelo teste de Tukey.

(1), (2), (3) e (4) indicam marcas diferentes de cerveja tipo 0,0%.

A cerveja de baixo teor alcodlico produzida apresentou teor de etanol de
0,20 % e a cerveja tipo ‘Pilsen’ 4,6 % (Tabela 5). As cervejas sem alcool

comerciais ndo apresentaram variagcdo quanto ao teor de etanol e todas
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possuiam teor de 0,0 % (Tabela 5). No tocante as cervejas de baixo teor
alcodlico isotdnicas, o teor observado para a marca alema foi de 0,26 %, o que
nao diferiu da cerveja de baixo teor alcodlico produzida (0,20 %). Desta forma,
os valores observados estdo dentro do que preconiza o Decreto 6.871, do
MAPA, de 04 de junho de 2009 (52), ou seja, teores de até 0,5 % de alcool
(v/v). As bebidas isotbnicas comerciais também apresentaram 0,0 % de etanol
por se tratarem de bebidas ndo fermentadas (Tabela 5).

Com relagdo ao pH (Figura 10), verifica-se que a maioria das bebidas
apresentaram pH acido, ou seja, abaixo de 4,5, com excecdo da cerveja de
baixo teor alcodlico desenvolvida e da tipo ‘Pilsen’. O pH mais baixo foi
observado na bebida isotbnica em funcdo da presenca de acidulante acido
citrico em sua formulagcdo. Algumas cervejas do tipo sem &lcool comerciais

apresentaram pH mais baixo que a ‘Pilsen’.

Figura 10. pH em oito grupos de bebidas: 1-cerveja desenvolvida; 2-“Pilsen”; 3-
bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcodlico
isotbnica.2b¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciagdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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Os teores de SST (Figura 11) variaram de 4,0 a 7,0 %. A cerveja ‘Pilsen’
apresentou valores mais baixos de SST visto que a maior parte dos

carboidratos soluveis foram convertidos em alcool durante a fermentagéao (83).
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Figura 11. SST em oito grupos de bebidas: 1-cerveja desenvolvida; 2-“Pilsen”; 3-
bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcodlico
isotonica.2P¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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Entre as cervejas sem alcool, houve variacdo significativa (p < 0,05)

entre as amostras deste grupo, 0 que poderia ser explicada pela metodologia
que cada industria utiliza para produzir suas cervejas. Normalmente, ha a
adocdo de um meétodo fisico ou biolégico ou a combinacdo de alguns deles
(43).

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um cerveja
de baixo teor alcodlico com caracteristicas isotbnicas. Desta forma, foi
fundamental a determinacdo da osmolalidade, pois esta esta diretamente
relacionada a quantidade de ions dissolvida em uma solucdo e quanto mais
proxima a classificacdo de “isotbnica”, melhor € a absorcdo da bebida pelo
organismo (84). Para verificar se as amostras estavam em conformidade com a
RDC n° 18, da ANVISA, de 27 de abril de 2010 (10), as medidas de
osmolalidade foram realizadas em osmémetro. Foram consideradas isotdnicas
as amostras com osmolalidade entre 270 a 330 mOsmol.kg?,
consequentemente as hipoténicas abaixo de 270 mOsmolkg?! e as
hipertdnicas acima de 330 mOsmol.kg.

Os resultados obtidos (Figura 12) apontaram que as bebidas isotdnicas

comerciais encontravam-se na faixa de bebida hipotdnica com osmolalidade
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correspondente a 219 + 4 mOsmol.kg? e, portanto, sua osmolalidade coincidiu

mais com a encontrada na cerveja tipo 0,0% (1) (209 + 23 mOsmol.kg™).

Figura 12. Osmolalidade (mOsmol.kg?) em oito grupos de bebidas: 1-cerveja
desenvolvida; 2-“Pilsen”; 3-bebida isotdnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de
baixo teor alcodlico isotonica.2”¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca
significativa entre os valores (p < 0,05) submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
diferenciacdo das médias pelo teste de Tukey, (n=4).
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As demais cervejas 0,0% também foram classificadas como hipotonicas,
sendo suas osmolalidades correspondentes a 150 + 12 mOsmol.kg™? para a
cerveja 0,0% (2), 119 + 12 mOsmol.kg? para a cerveja 0,0% (3) e 159 + 9
mOsmol.kg? para a cerveja 0,0% (4).

A cervejas isotdnicas desenvolvida e alema, obtiveram resultados dentro
da faixa preconizada para bebida isotbnica, ou seja, 282 + 3 e 270 + 4
mOsmol.kg?, respectivamente. Enquanto a cerveja tipo ‘Pilsen’ apresentou-se
hipertdbnica (971 + 33 mOsmol.kg?) e portanto seria a o0pg¢do menos
recomendada para o consumo poés atividade fisica. Possivelmente a presenca
de etanol foi responsavel pelo aumento da osmolalidade neste grupo (85).

Ao avaliarem 24 marcas de bebidas destinadas a praticantes de
atividades fisicas comercializadas na Suica (85), notaram grande variacdo na
osmolalidade das mesmas, ou seja, uma faixa compreendida entre 157 a 533
mOsmol.kgt. Uma das marcas avaliadas foi a mesma utilizada neste trabalho,
também em quatro lotes diferentes e foram obtidas osmolalidades superiores a

348 mOsmol/kg™t. A osmolalidade de uma bebida pode influenciar a taxa de
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esvaziamento gastrico e fluxo de agua intestinal (8,86). As solucbes
hipotbnicas promovem o0 esvaziamento gastrico e a absorcdo de agua do
intestino delgado proximal (8), enquanto as solucBes hipertdnicas retardam o
esvaziamento gastrico e a absorcéo de liquidos, (87,88). Também é relatado
gue a palatabilidade aumenta com a diminuicdo da osmolalidade (89) e, assim,
promove o consumo voluntério (87).

Ja os resultados para a determinacdo dos teores de Na* e K* nas

amostras de cervejas e bebidas isotonicas, sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Teores de Na® e K* para amostras de bebida isotbnica, cervejas “Pilsen”,

baixo teor alcodlica isotdnicas e tipo 0,0%.

Amostras K* (mg.L?) Na* (mg.L?)
Desenvolvida 134 +10 522 +12
Pilsen’ - -

Bebida Isotdnica 147 + 6 497 £5
0,0% (1) - 130+ 2
0,0% (2) - 11 +4
0,0% (3) - 5 %3
0,0% (4) - -

Baixo teor alcool isotbnica - 106 + 4

Resultados indicam o valor da média e seu respectivo desvio padrao, (n=4).

Assim como ja esperado, a cerveja convencional e de baixo teor
alcodlico comerciais ndo apresentam teores significativos de Na* e K* para
serem consideradas bebidas isotonicas. J& a cerveja comercial de baixo teor
alcodlico isotdnica apresentou cerca de cinco vezes menos Na que a bebida
isotbnica e cerveja de baixo teor alcodlica desenvolvida. Portanto, somente a
bebida isotdnica e a cerveja desenvolvida apresentaram teores que estao
dentro da faixa preconizada para bebidas isotdnicas, ou seja, até 700 mg.L*
para o K* e 460 a 1150 mg.L? para o Na* (10). Utilizou-se a andlise de cluster
por meio da distancia euclidiana completa para a aglomeracdo das amostras
para visualizacdo de eventuais diferencas e semelhancas entre os grupos de
bebidas, com relacdo aos teores de Na* e K*. Neste caso, houve a formacéo
de dois blocos que foram 100% diferentes entre si. A cerveja de baixo teor

alcoodlico com propriedades isotbnicas desenvolvida teve maior similaridade
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com as bebidas isotonicas, enquanto as demais cervejas apresentaram cerca

de 80% de similaridade entre elas, com excec¢ao da cerveja ‘Pilsen’ (Figura 13).

Figura 13. Dendrograma para analise de grupos de bebida em relacéo a determinagéo
de Na* e K* (mg.L™. Eixo horizontal representado pela distancia euclidiana por método
de agregacdo completa. Amostras: 1 cerveja de baixo teor alcodlico desenvolvida; 2
“Pilsen”; 3 bebida isotdnica; 4; 5; 6 e 7 cervejas do tipo 0,0%; 8 cerveja de baixo teor
alcodlico isotbnica.
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J4 em relacdo a densidade das bebidas, houve diferenca estatistica
(p < 0,05 entre as amostras avaliadas, sendo a diferenca atribuida
principalmente a cerveja tipo ‘Pilsen’ que apresentou valores de densidade

bastante inferiores as demais bebidas (Figura 14).
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Figura 14. Densidade (g.cm™) em oito grupos de bebidas: 1-cerveja desenvolvida; 2-
“Pilsen”; 3-bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcodlico
isotonica.2?¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciagdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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Este resultado se deve ao maior teor de etanol nesta cerveja (4,6 % v/v),

0 que resulta em menores densidades (90).

Em relacdo a AT (Figura 15), em funcdo da presenca do acidulante
acido citrico em sua formulacdo, os maiores teores foram observados na
bebida isoténica comercial (2,03 + 0,03 mEg.L?), o que esta de acordo com os
valores baixos de pH (Figura 10).
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Figura 15. ATT (mEg.LY) em oito grupos de bebidas: 1-cerveja desenvolvida; 2-
“Pilsen”; 3-bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcodlico
isotbnica.2b¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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As cervejas apresentaram grande variagcdo nos teores de AT, porém
sem diferencas significativas (p > 0,05), principalmente quando se comparam
as cervejas tipo 0,0% e baixo teor alcodlico isotdnicas. Todavia, a cerveja
comercial sem alcool (1) foi a mais acida (1,50 + 0,07 m.Eq.Lt), Figura 12A.
Assim, todas as cervejas analisadas apresentaram AT inferior a 1,65 mEqg/L™%, o
que as coloca neste contexto como mais agradaveis ao paladar em
comparagdo com cervejas notadamente acidas (> 1,9 mEq.L?) (73).

No tocante a coloracao das bebidas, a classificacdo de cor em unidades
EBC (European Brewery Convention) excluiu a andlise de amostras de bebida
isotdnica, por se tratar de uma escala de cor do ramo cervejeiro (51). Todas as
bebidas avaliadas apresentaram menos de nove unidades EBC, incluindo a
cerveja de baixo teor alcoodlico desenvolvida (Figura 16).
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Figura 16. Cor (EBC) em oito grupos de bebidas: 1-cerveja desenvolvida; 2-“Pilsen”;
3-bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcoodlico
isotonica.2P¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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Desta forma, todas as amostras analisadas estavam de acordo com o

Decreto 6.871, do MAPA, de 04 de junho de 2009 (52), que dispbe que as

cervejas claras devem corresponder a menos que vinte unidades EBC.

Para as analises de amargor também foram excluidas as amostras de
bebida isotbnica, haja vista que ndo possuem lupulo em sua formulacdo e o
amargor € obtido pela quantificacdo dos iso-a-acidos totais por técnicas
espectrofotométricas, ap0s sua extracdo por solventes, expressando sua
concentracdo em International Bitterness Units (IBU). Os maiores valores de
amargor foram observados na cerveja tipo ‘Pilsen’ (19,0 + 0,9 IBU) e na cerveja
sem alcool isotbnica (20,4 = 0,1 IBU), sendo que as demais cervejas sem

alcool apresentaram valores significativamente inferiores (Figura 17).
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Figura 17. Amargor (IBU) em oito grupos de bebidas: 1l-cerveja desenvolvida; 2-
“Pilsen”; 3-bebida isotbdnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-cerveja de baixo teor alcodlico
isotonica.2P¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores
(p < 0,05) submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias
pelo teste de Tukey, (n=4).
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Contudo, a percep¢do de amargor nao depende somente do niumero de
unidades IBU, alguns autores sugerem que o teor de etanol e o retrogosto das
cervejas também podem afetar a percepcdo do amargor (54).

Em relagdo aos compostos fendlicos, os maiores teores foram
observados na cerveja comercial sem alcool (1) (13,4 + 0,8 g.L), cerveja tipo
de baixo teor alcodlico isotbnica (10,8 + 0,3 g.L ') e ‘Pilsen’ (10,2 £ 0,4 g.L?)
Figura 18. Altos indices apresentados pela marca 1 de cerveja 0,0%, podem
ser explicados pela presenca de um antioxidante, metabissulfito de sédio (INS-
223), que estava ausente nas demais amostras, obtendo-se assim uma
superestimacao de valores para este grupo.

Ja a cerveja do tipo baixo teor alcodlico isotbnica apesar de conter
somente 0,26 % de alcool, apresentou os mesmos teores de fendlicos da
‘Pilsen’, o que poderia ser explicado pelo lupulo que também é responsavel
pelo incremento de fendlicos. O Idpulo contribui com aproximadamente um
terco do total de compostos fendlicos da cerveja (91). Outro fator que contribui
para seu incremento € o etanol que pode solubilizar os compostos fendlicos da
matéria-prima durante o processo de producdo (92). Grande parte destes

compostos € proveniente do malte de cevada, adjuntos de malte e lupulo. Nas
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cervejas tipo ‘Pilsen’, isotbnica produzida e alema, os compostos fendlicos séo
oriundos do malte de cevada e do lapulo, por se tratarem de cervejas puro
malte. Vale destacar que os mesmos nao foram detectados em amostras de
bebida isotonica (Figura 18). Desta forma, as cervejas sdo mais ricas nestes
compostos, 0 que configura uma vantagem para sua ingestdo perante as

bebidas isotbnicas.

Figura 18. Compotos fendlicos (mg éacido galico.L?) em oito grupos de bebidas: 1-
cerveja desenvolvida; 2-“Pilsen”; 3-bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7-cervejas 0,0%; 8-
cerveja de baixo teor alcodlico isoténica.®>< Letras diferentes indicam que ha diferenca
significativa entre os valores (p < 0,05) submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
diferenciagdo das médias pelo teste de Tukey, (n=4).
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Quanto ao teor de agucares, o grupo da cerveja ‘Pilsen’ foi o unico que
apresentou teores significativamente inferiores de acucares totais (0,53 + 0,01
g.LY) e redutores (0,18 + 0,01 g.L?!) em funcdo de seu processo de
fermentacdo. Enquanto a cerveja desenvolvida apresentou o mesmo perfil da
cerveja isotdnica de marca alema com relacdo a ambos os perfis de agucares.
No entanto, somente a de marca alema apresenta equivaléncia em relacéo aos
teores de acucares totais quando comparada a bebida isoténica comercial
(Figura 19).
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Figura 19. (A) acUcares redutores (%) e (B) totais em 8 amostras de bebidas: 1-
cerveja desenvolvida; 2-“Pilsen”; 3-bebida isotonica; 4; 5; 6 e 7 cervejas 0,0%; 8-
cerveja de baixo teor alcodlico isotdnica. Barras verticais indicam o desvio padréo da
média. ¢ Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os valores (p
< 0,05) submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e diferenciacdo das médias pelo
teste de Tukey (n=4).
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Durante a mosturacdo, as enzimas presentes nos grédos de malte de

cevada séo ativadas convertendo o amido em aguUcares mais simples, como
glicose, maltose e dextrinas (93). Diferentes rampas de mosturacdo fornecem
guantidades distintas de acUcares fermentesciveis que sdo metabolizados
pelas leveduras transformando-os em piruvato e, consequentemente em etanol
e CO2 (94). No caso das cervejas de baixo teor alcodlico produzidas, as
modificacdes podem ter levado a uma menor fermentacdo do mosto o que
resultou em valores mais elevados de acUcares. Ja a bebida isotonica
comercial, apresentou teores elevados de acglcares (1,90 + 0,09 g.L1), pela

adicdo de sacarose e maltodextrina em sua formulagéo.

5.3 ANALISE DE CLUSTERS

A analise de cluster foi realizada também com todos os parametros
fisico-quimicos avaliados nos oito grupos de amostras de bebidas (Figura 20).
Para isso, esta andlise foi executada usando a distancia euclidiana, ligacdo

completa e estandardizacdo das amostras.
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Figura 20. Dendrograma com distancia euclidiana, ligagdo completa e estandardizagéo de 8
grupos de amostras de bebidas: Amostras: 1 cerveja de baixo teor alcodlico desenvolvida; 2
“Pilsen”; 3 bebida isotbnica; 4; 5; 6 e 7 cervejas do tipo 0,0%; 8 cerveja com baixo teor alcodlico
isotbnica. Foram avaliados parémetros fisico-quimicos (potencial hidrogénionico (pH), teor de
sélidos soluveis (SST %), osmolalidade (mOsmol.kg?), densidade (g.cm), acidez titulavel
(mEq.LY); cor (EBC); amargor (IBU); compostos fendlicos (mg.L'1 acido gdlico), acucares
redutores (%) e totais (%), determinacdo de Na* e K+ (mg.L 1) n=4.
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verificou-se que a cerveja ‘Pilsen’ ndo apresentou similaridade com as
demais cervejas em relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados,
enguanto as bebidas isotbnicas, apresentaram quase 20% de similaridade com
as demais cervejas de baixo teor alcodlico e tipo 0,0%. Tanto a cerveja de
baixo teor alcodlico desenvolvida quanto a de uma das marcas de cerveja 0,0%
(1), apresentam cerca de 50% de similaridade com as demais cervejas tipo
0,0% e baixo teor alcodlico isotbnica. Ja as cervejas 0,0% (2) 0,0% (3), 0,0%
(4) e a cerveja isotdnica de baixo teor alcodlico comercial apresentaram maior
similaridade entre elas (cerca de 70%). A distancia no eixo X entre as amostras
de cerveja de baixo teor alcodlico desenvolvida e a isotbnica de baixo teor
alcoolico comercial, mostrou que existe maior similaridade desta ultima com a
cerveja tipo 0,0% (4) do que com a cerveja desenvolvida (Figura 16).

Foi realizado um trabalho de comparacdo entre bebidas isotbnicas e
cervejas, incluindo as de baixo teor alcodlico (95). Foi observado que nenhuma
cerveja atingiu valores recomendados de 0,5 g.L! de sédio. A maioria das
cervejas de baixo teor alcoolico (0,2 a 0,5 % v/v), era isotbnica porém, como

tratavam-se de bebidas gaseificadas (CO2), apds a ingestdo, com acédo dos
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acidos estomacais, as bebidas passaram a faixa de hipotonicas. Enquanto as
cervejas convencionais foram classificadas como hipertbnicas. Desta forma,
verificam-se resultados similares corroborando o que foi verificado no presente

trabalho.

5.4 ANALISE SENSORIAL

Foi empregado o teste de aceitacdo, método afetivo com julgadores nao
treinados, porém a maioria era constituida de consumidores de cerveja
(45,2%), de bebida isotonica (17,4%) ou de ambos (33,0%). Os julgadores
contituiram-se de pessoas do sexo feminino (60,0%) e masculino (40,0%), com
idade média de 26 + 7 anos. O grupo que relatou fazer atividade fisica trés ou
mais vezes por semana foi de 33,0%, seguidos pelos que fazem atividade
fisica uma ou duas vezes por semana (28,7%). Portanto, observou-se que 0s
grupos que faziam pelo menos algum tipo de atividade fisica durante a semana
(61,7%) eram a maioria, enquanto os julgadores que disseram que néo faziam
nenhum tipo de atividade constituiram 38,3% dos julgadores. Por se tratar de
um produto em que ndo ha exclusividade de um grupo especifico para seu

consumo, consideraram-se validas todas as avaliacoes.

5.4.1 Teste de Aceitacéao
As médias das notas para os atributos do teste de aceitacdo estéo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Média das notas de aceitacdo de amostras de cervejas sem &lcool e baixo

teor alcodlico para os atributos aparéncia, aroma, textura, sabor e impressao global.

Atributo 0,0% (1) 0,0% (2) Desenvolvida
Aparéncia 7,65 7,10 6,62"
Aroma 6,42" 6,01" 6,84"
Sabor 6,55" 6,17" 5,90"
Impressao Global 6,69"s 6,27" 6,32"

ns: ndo significativo. Médias ndo diferem entre si pela ANOVA com diferenciacdo de médias
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Os resultados indicaram que ndo houve diferenca significativa entre as
trés amostras de cervejas para todos os atributos avaliados, ja que o valor
obtido apés execucdo de ANOVA com diferenciacdo das médias pelo teste de
Tukey foi p > 0,05.

Apesar da cerveja de baixo teor alcoodlico desenvolvida ter apresentado
maior meédia para o atributo aroma, pode-se dizer que estatisticamente este
dado ndo se confirma e portanto, todas as cervejas apresentam a mesma
percepc¢éao pelo consumidor com relagéo aos atributos aparéncia, aroma, sabor
e impresséo global. Em geral, praticamente todas as cervejas foram avaliadas
com médias proximas a 6, que estdo representadas na escala heddnica como
“gostei ligeiramente” ou “gostei moderadamente”.

Quanto aos comentarios dos julgadores relatados na ficha empregada
para as andlises, verificou-se que apesar da cerveja ‘Pilsen’ estar ausente
nesta analise, a memoéria que os julgadores apresentaram para atribuir notas
as cervejas do tipo 0,0% ou baixo teor alcodlico estava relacionada ao quéo
similar estas amostras s&o da cerveja ‘Pilsen’. Frases como: “Cerveja muito
parecida com cervejas com alcool” deixam claro que o consumidor busca o
mesmo sabor da cerveja convencional na cerveja sem alcool e portanto a
rejeicdo sofrida por tais produtos pode ser justificada pela auséncia de
similaridade entre as cervejas com e sem alcool ou de baixo teor alcodlico com
relacdo a aparéncia, sabor, aroma e impressao global.

Outro comentério frequente foi a comparacao do “corpo” da cerveja sem
alcool ou de baixo teor alcodlico em relacdo a cerveja convencional. Dado que
todas as cervejas apresentadas aos julgadores nesta andlise sensorial foram
classificadas como “leve”, ou seja, apresentam segundo o Decreto 6.871, do
MAPA, de 4 de junho de 2009 (52) extrato primitivo maior ou igual a cinco por
cento em peso e menor que dez e meio por cento em peso. Estas foram
interpretadas pelos julgadores como “aguadas”, de “leve amargor” ou “adicéo
de agua na bebida”.

Comentarios positivos também estiveram presentes em todas as
amostras. Destacando-se na cerveja desenvolvida os comentarios: “bom
adocicado no final”, “tem potencial”’, “mais agradavel ao paladar”, “sabor lembra
muito a uma cerveja ‘Pilsen’, “muito gostosa”. Ja na cerveja 0,0% (1),

destacaram-se os comentarios: “bem proxima a cerveja com alcool”, sabores
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mais impactantes que as demais’. Enquanto para a cerveja 0,0% (2):
“aproximou-se de cervejas tradicionais”, “muito bom”, “delicada e agradavel”.
Durante o processo de desalcoolizacdo da cerveja, podem ocorrer
perdas de compostos volateis, ésteres e aldeidos. Também na cerveja de baixo
teor alcodlico produzida, a retirada precoce da levedura quando comparada a
producao de uma cerveja convencional ‘Pilsen’, evita que esta possa agregar
sabores e compostos volateis inerentes ao processo de fermentacédo (4). De
qualquer forma, todas as cervejas tiveram em geral, boa aceitagdo por parte
dos julgadores e a adicdo de sais a formulagdo da cerveja de baixo teor
alcoodlico com propriedades isotonicas produzida nédo foi significativa para a
aceitacdo do produto e tampouco prejudicou o sensorial quando comparada as

duas marcas de cervejas comerciais do tipo 0,0%.

5.4.2. Intencdo de compra

Os resultados do teste de intencdo de compra estdo apresentados na
Figura 21.

Figura 21. Frequéncia de intencdo de compra de consumidores para amostras de
cerveja sem alcool comerciais [0,0% (1) e 0,0% (2)] e baixo teor alcodlico
desenvolvida. Nota 5: certamente ndo compraria, nota 4: provavelmente nao
compraria; nota 3: tenho duavidas; nota 2: provavelmente compraria e nota 1:
certamente compraria.
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A cerveja 0,0% (2) foi a que apresentou maior frequéncia de nota
traduzida como “certamente compraria”. No entanto, os dados nao diferiram
estatisticamente quando realizado o teste de variancia (ANOVA) com
diferenciacdo das médias pelo teste de Tukey (p>0,05). Assim, a maioria dos
julgadores avaliam a intengcéo de compra das trés amostras apresentadas entre
“‘provavelmente compraria” e “tenho duvidas”. Em geral, todas as amostras
receberam atribuicbes mais positivas que negativas. A maioria dos julgadores
atribuiu valores entre 1 a 3 que sao traduzidos como “certamente compraria” a

“tenho duvidas”, respectivamente.

6 AVALIACAO DO PERFIL DE CEPAS Saccharomyces E NAO-
Saccharomyces COM POTENCIAL PARA PRODUCAO DE CERVEJAS DE
BAIXO TEOR ALCOOLICO

A avaliagdo do perfil das diferentes cepas foi realizada apos a
determinacdo dos parametros de habilidade fermentativa (acUcares), atividade
de catalase e estresse oxidativo. Para avaliacdo do perfil das leveduras,
executou-se a analise de cluster pelo método da distancia entre classes de
variancia minima (Ward) (44) utilizando a distdncia euclidiana e a
estandardizacdo das variaveis de 20 amostras. Das quais foram representadas
pelas seguintes cepas: 1) P4 (Saccharomyces cerevisiae); 2) Scb-25
(Saccharomyces cerevisiae), 3) TA4-10 (Saccharomyces cerevisiae), 4) Sb
(Saccharomyces boulardii), 5) CD-2 (Saccharomyces cerevisiae), 6) M5-15
(Saccharomyces cerevisiae), 7) LL-1 (Saccharomyces cerevisiae), 8) 4LBI-3
(Saccharomyces cerevisiae), 9 ) M4 (Saccharomyces cerevisiae), 10) CA-10
(Saccharomyces cerevisiae), 11) Ba215 (Saccharomyces cerevisiae) 12) M3-59
(Saccharomyces cerevisiae), 13) E-16 (Saccharomyces cerevisiae), 14) LC2-1
(Torulaspora delbrueckii), 15) 365 (Torulaspora delbrueckii) 16) 425
(Torulaspora delbrueckii), 17) CR1 (Zygosaccharomyces baili), 18) TSF
(Candida zemplinina), 19) SNM-2 (Candida zemplinina), 20) EC-1118

(Saccharomyces cerevisiae) (Figura 22).
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Figura 22. Dendrograma com método de distancia entre classes de variancia minima
(Ward), disténcia euclidiana e estandardizacdo das variaveis (maltose dia 14, catalase,
estresse oxidativo apds 48h com peréxido a 250 mM) de 20 grupos que correspondem
as cepas de leveduras a seguir: 1) P4 (Sc); 2) Sc5-25 (Sc), 3) TA4-10 (Sc), 4) Sb
(Saccharomyces boulardii), 5) CD-2 (Sc), 6) M5-15 (Sc), 7) LL-1 (Sc), 8) 4LBI-3 (Sc), 9
) M4 (Sc), 10) CA-10 (Sc), 11) Ba215 (Sc) 12) M3-59 (Sc), 13) E-16 (Sc), 14) LC2-1
(Td), 15) 365 (Td) 16) 425 (Td), 17) CR1 (Zb), 18) TSF (Cz), 19) SNM-2 (Cz), 20) EC-
1118 (Sc), n=3.
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Pode-se verificar que houve a formacao de dois grandes grupos, sendo
um grupo constituido pelas cepas de 1 a 10 (a esquerda) com nivel de
dissimilaridade de aproximadamente 40%, e outro grupo constituido pelas
amostras de 3 a 19 (a direita). Para este grupo, o indice de dissimilaridade de

aproximadamente 60% (Figura 22).

Desta forma, as cepas cujos parametros avaliados se assemelharam em
cerca de 60% foram: 1) P4 (Saccharomyces cerevisiae); 2) Scb-25
(Saccharomyces cerevisiae), 4) Sb (Saccharomyces boulardii), 5) CD-2
(Saccharomyces cerevisiae), 9) M4 (Saccharomyces cerevisiae), 13) E-16
(Saccharomyces cerevisiae), 14) LC2-1 (Torulaspora delbrueckii), 15) 365
(Torulaspora delbrueckii) 16) 425 (Torulaspora delbrueckii). Quanto ao outro
grupo, com indice de similaridade foi de aproximadamente 40%: 3) TA4-10
(Saccharomyces cerevisiae), 11) Ba215 (Saccharomyces cerevisiae), 17) CR1
(Zygosaccharomyces bailii), 6) M5-15 (Saccharomyces cerevisiae), 7) LL-1
(Saccharomyces cerevisiae), 8) 4LBI-3 (Saccharomyces cerevisiae), 12) M3-59
(Saccharomyces cerevisiae), 18) TSF (Candida zemplinina), 19) SNM-2

(Candida zemplinina), 20) EC-1118 (Saccharomyces cerevisiae).
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Pode-se observar que em ambos os grupos houve a presenca de cepas
Saccharomyces e nao Saccharomyces. Desta forma, ao se utilizar os
parametros avaliados (catalase e estresse oxidativo), ndo foi possivel fazer a
diferenciacdo entre o género das cepas. Portanto, um dos parametros
importantes para a selecéo de cepas para a fermentagdo mista foi o consumo
de maltose, ja que todas as leveduras avaliadas apresentam capacidade para

assimilar a glicose como principal fonte de carbono (Figura 23).
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Figura 23. AcuUcares (glicose) segundo o teste de Duhran. A presenca de bolha é
relatada como forte (3), fraco (2), fraquissimo (1) ou ausente (0) nos dias 1, 2, 3, 7, 8,
9 e 14. Barras indicam desvio padrdao da média (n=3).
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No entanto, nem todas apresentam a mesma capacidade para assimila a

maltose (Figura 24).

Figura 24. Agucares (maltose) segundo o teste de Duhran. A presenca de bolha é
relatada como forte (3), fraco (2), fraquissimo (1) ou ausente (0) nos dias 1, 2, 3, 7, 8,
9 e 14. Barras indicam desvio padrdo da média (n=3).
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Tendo em vista que a maltose é o aglcar mais abundante no mosto,
contribuindo com cerca de 50 a 60% do total de acucares, se houver cepas que
nao o aproveitem para a producdo de etanol, este deve manter-se a niveis
inferiores as das cervejas convencionais, ou seja, menos que 4,5 % (v/v).
Obviamente, outros fatores sdo Iimportantes para 0 crescimento e

desenvolvimento das leveduras tais como presenca ou auséncia de oxigénio,
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diferentes tipos de cepas, composi¢cao do mosto, etc. (45). Também foi levada
em consideracdo a eleicdo de pelo menos uma cepa de cada género no caso
das cepas ndo Saccharomyces. Com o intuito de comprovar a identidade das
cepas Saccharomyces, utilizou-se a amplificacdo interdelta como um método
de avaliacao de cepas que permitiu que estas pudessem ser identificadas néo
s6 antes como durante a fermentacao, constituindo-se de um método simples,
rapido e reprodutivel pela extracdo de DNA de cada cepa. O gel de eletroforese
(Figura 25) permitiu a visualizagdo das cepas com diferenciacdo das mesmas
segundo o padréo das bandas de cada cepa. No caso da producédo de vinhos e
bioetanol, antes e/ou durante o processo fermentativo, verifica-se a identidade
das cepas como um parametro de qualidade (96,97). No entanto, no caso da
cerveja artesanal tal procedimento ainda n&o faz parte da rotina de

monitoramento de fermentacéo.

Figura 25. Padrdes de bandas de amostras de DNA de cepas Saccharomyces
cerevisiae avaliadas em gel de agarose submetido a PCR: 1) Ec-1118, 2) P4, 3) CD2,
4) 4LBI-3, 5) Sb ,6) LL-1, 7) Sc5-25, 8) CA10, 9) TA4-10, 10) E1-6, 11) Ba-215, 12)
M4, 13) M5-15, 14) M3-59. A esquerda, marcador com pares de base (ng). Fonte:
Autoria propria.
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7 FERMENTAGCAO EM ESCALA DE LABORATORIO COM CULTURAS
MISTAS

Apoés a avaliacdo das cepas, procedeu-se a fermentacao utilizando-se
Saccharomyces cerevisiae (starter) como controle e fermentacdes mistas com
a cepa P4 e outras ndo Saccharomyces (CR1, LC2-1, TSF) (Figura 26).

Figura 26. Cepas Saccharomyces obtidas de laminas com aumento de 40 X ao
microscépio (A) Candida zemplinina (TSF), (B) starter ‘Pilsen’, (C) Torulaspora
delbrueckii (LC2-1) (D) Saccharomyces cerevisiae P4, (E) Zygosaccharomyces bailii
(CR1) utilizadas em fermentacao mista ou controle. Fonte: Autoria propria.

A viabilidade em meio agar nutriente WL também foi realizada no tempo
zero da fermentacdo (momento inoculacdao) e também apd6s a conclusdo do
processo fermentativo, ou seja, com a cerveja pronta apés a maturacdo. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Viabilidade em meio WL nutriente no inicio da fermentagdo e final da
maturacdo para cinco grupos de fermentacdo (Pilsen, P4, P4+CR1, P4+LC2-1,

P4+TSF).

Inicio Final
(UFC.mL?Y) (UFC.mL?)
Pilsen 1,4°x107+0,3 4,6°x107+0,3
P4 1,0°%x107+0,2 7,2°x107+0,4
P4+CR1 6,2°x10°+0,5 3,0°x107+0,2
P4+LC2-1 1,3°x107+0,2 3,9°x107+0,2
P4+TSF 5,82x10°+0,4 1,2°x107+0,2

ab | etras diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05) segundo ANOVA com
diferenciagdo das médias entre inicio e final do mesmo grupo pelo teste de Tukey.

Apébs a conclusdo da maturagdo, 15 dias a temperatura de 20°C e mais
15 dias em temperatura de 10°C, conforme instrucdo do fabricante do malte
(Mr. Malto, Italia). Foram efetuadas analises para a avaliacdo final da
viabilidade em meio WL nutriente, assim como a producédo de etanol e de
metabolitos secundarios.

Em relacdo a viabilidade, houve manutencdo ou aumento de células
viaveis, verificadas pela contagem do numero de colénias em meio WL
nutriente. Ou seja, as leveduras adaptaram-se ao meio, no caso 0 mMosto
cervejeiro, em virtude deste apresentar condi¢cdes favoraveis como pH entre 4
e 6, temperatura e nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento. Apesar do
metabolismo anaerébico, o0 oxigénio também €& necessario em um primeiro
momento como fator de crescimento para a biossintese das membranas
constituidas de acidos graxos e esteréis. Assim como macronutrientes como
enxofre, aminoacidos, fosforo, potassio e magnésio e micronutrientes como
calcio, cobre, ferro, manganés e zinco. Geralmente, S. cerevisiae requerem
baixas concentracbes de fatores de crescimento como vitaminas (biotina),
pirimidinas, purinas, nucleotideos, nucleosideos, aminoacidos, esterois e
acidos graxos (45). O teor de etanol encontrado nas cervejas ao final do
processo de fermentacdo pode ser observado na Tabela 9. A fermentacao foi
considerada encerrada quando as amostras apresentaram valores constantes

de SST por pelo menos trés dias consecutivos.
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Tabela 9. Teor de etanol (% v/v) ao final do processo fermentativo de amostras de
cervejas produzidas com fermentacéo mista de cepas (P4+CR1, P4+LC2-1, P4+TSF)

e controle (Pilsen e P4).

Etanol (% v/v)

Pilsen 2,782+ 0,03
P4 2,99+ 0,17
P4+CR1 3,02°+ 0,04
P4+LC2-1 2,88+ 0,05
P4+TSF 2,88+ 0,02

ab Médias com letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).
Pilsen: starter Pilsen (lager), P4: Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii (CR1),

Torulaspora delbrueckii (LC2-1), Candida zemplinina (TSF).

Foi observada diferenca significativa (p < 0,05) para os teores de etanol
das cervejas produzidas com as cepas starter ‘Pilsen’ e fermentagdo mista
P4+CR1 (Tabela 8). A cepa starter ‘Pilsen’ apresentou os teores mais baixos
de etanol, enquanto a fermentacao realizada com a P4+CR1, niveis mais altos.
Apos uma simulacdo de refermentacdo em garrafa com adicdo de primer,
procedimento largamente empregado em cervejas artesanais, o teor alcoodlico
atingiu valores na faixa de 3,4 a 3,8 % (v/v). Na refermentacdo, a levedura
pode produzir compostos de aroma que serdo benéficos sensorialmente,
porém, neste caso a producdo de etanol pode ser um inconveniente. Entre os
grupos com teores alcodlicos mais altos destacaram-se P4 e P4+CR1, 3,83 *
0,05 % e 3,85 + 0,04 %, respectivamente. Por outro lado, a cepa P4, quando
combinado a TSF ou LC2-1, levou a uma producéo de etanol um pouco mais
baixa, 3,53 + 0,03 % e 3,47 = 0,04 %, respectivamente. Vale ressaltar que em
funcdo dos teores de etanol observados (Tabela 8), todas as fermentacdes
testadas com ou sem refermentacdo, poderiam ser consideradas para a
producdo de cervejas com baixo teor alcodlico (< 4,0 % v/v), especialmente se
considerarmos o0s teores de etanol antes da refermentacdo. No entanto,
verifica-se que € possivel produzir cerveja artesanal sem a refermentacao
como a cerveja isotonica de baixo teor alcoolico produzida na primeira parte
deste trabalho que conseguiu obter notas satisfatorias em analise sensorial

para aceitacdo do produto.
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Em relacdo ao processo fermentativo, para a cepa starter Pilsen, este foi
de 6 dias, enquanto que para as cepas P4, P4+CR1, P4+LC2-1 a fermentacéo
se prolongou por 10 dias. Por outro lado, o grupo P4+TSF apresentou consumo
mais lento de aclUcares do mosto e portanto a fermentagdo foi encerrada
somente no 12° dia (Figura 27). O mosto apresentou um SST inicial de 9 %,
chegando a faixa de 5 % para todas as cepas avaliadas entre 6 a 12 dias. Em
trabalho com producao de cerveja até 0,5 % (v/v) de etanol com levedura ndo-
convencional Saccharomycodes ludwigi (99), a fermentagcao foi conduzida por
15 dias. Portanto, verifica-se variagcdo de tempo para cada cepa quanto ao

decréscimo do SST durante a fermentacao.

Figura 27. Evolucao de solidos solluveis totais (SST %) de 5 fermentacbes (Pilsen,
P4+CR1, P4+TSF, P4+LC2-1, P4 e controle constituido somente de malte sem adi¢do
de cepas) em pequena escala (100 mL), em mosto cervejeiro Pilsen por 6 dias (cepa
Pilsen), 10 dias (cepas P4, P4+CR1, P4+LC2-1) e 12 dias (cepa P4+TSF). Barras
verticais indicam o desvio padrao da média (n=3).
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Foram produzidas cervejas com C. zemplinina (Y.01670) em escala de
laboratoério (300 mL) com mosto inicial de SST 12 %, pH 4,8 e 18°C por 8 dias
(99). O teor alcodlico obtido foi de 1,5 % (v/v) e apds refermentacao, o teor final
foi de 1,7 % (v/v). Ja T. delbrueckii quando avaliada em mostos puro malte
(SST 12,2 %, pH 5,3), apresentou teor alcodlico de 2,34 % (v/v) (100).
Enquanto Z. bailii, em trabalho conduzido em mosto 6,6 % SST, obteve teor
alcodlico de 0,42 % (v/v) em 4 dias de fermentagéo a 25°C (101).
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Com o intuito de se verificar eventuais similaridades e diferengas entre
0s grupos de fermentacdo, os dados relativos aos teores de metabdlitos
secundarios foram submetidos a analise de componentes principais (ACP), e
foram avaliadas nesta analise as concentracfes de acetaldeido, acetato de
etila, 1-propanol, 2-butanol, 1-butanol, acetoina, acido acético, 2-metil-butanol e

3-metil-butanol, antes e apos a refermentacdo em garrafa (Figura 28).

Figura 28. Analise de componentes principais dos compostos secundarios
(acetaldeido, acetato de etila, 1-propanol, 2-butanol, 1-butanol, acetoina, acido
acético, 2-metil-butanol e 3-metil-butanol) antes (a) e depois (d) da refermentacdo em
garrafa. Dados obtidos pela média (n=3) de cada um dos cinco grupos de fermentacao
[Starter Pilsen (ST), P4, P4+CR1 (CR1), P4+LC2-1 (LC2-1), P4+TSF (TSF)].
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A soma de componentes principais (CP) foi de 94,72%, o que indica que
a variabilidade entre os grupos foi quase que totalmente explicada somente por
estes dois componentes (CP1 e CP2). O componente principal 1 (CP1) foi
representado pelo eixo X e o componente 2 (CP2), pelo eixo Y. A maioria dos
grupos antes da refermentacdo concentraram-se no quadrante 2, enquanto os
grupos apos a refermentacdo, no quadrante 1 (P4+CR1), quadrante 3
(P4+LC2-1 e P4+TSF) e quadrante 4 (Pilsen e P4). Os grupos que sofreram
maior influéncia da CP1 foram P4+CR1 e Pilsen, ambos apds a refermentacao.
Visto que a CP1 ¢ influenciada pelo variacdo de acido acético produzido nos

diversos grupos, verificam-se que estes foram os que obtiveram maiores teores
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deste composto secundario, o que ndo € desejavel pois quando este
apresenta-se acima do limiar sensorial de 130 mg.Lt, pode conferir sabor
desagradavel a cerveja. Neste caso, foram encontrados valores de 398 mg.L*
para o grupo Pilsen e 504 mg.L! para o grupo P4+CR1. Contudo, outras
cervejas sdo relatadas na literatura contendo mais de 800 mg.L?, tanto para
producdes com cepas Saccharomyces quanto para as ndo Saccharomyces
(102).

Outros compostos que sofrem influéncia da CP1 foram o 2-metil-butanol
e 3-metil-butanol. Estes sao substratos para compor o sabor da cerveja a partir
da via de aminoacidos como a leucina e possuem limiar organoléptico de 65
mg.L?, ou seja, valores superiores poderiam conferir um sabor alcodlico ou de
solvente a cerveja (103).

O CP2 foi influenciado principalmente pelos alcoois 1-butanol e 2-
butanol. Outros alcoois superiores comumente encontrados em bebidas
fermentadas incluem: 1l-propanol, 3-metil-1-butanol, juntamente com mais de
40 outros. A regulacdo da biossintese de alcoois superiores € complexa, uma
vez que estes compostos podem ter sido produzidos como subprodutos do
metabolismo de aminoacidos ou via piruvato e etanol a partir do metabolismo
de carboidratos. Em cervejas de baixa fermentacdo como a Pilsen, podem
constituir um off-flavor porém podem apresentar-se em maiores concentracées
em cervejas de alta fermentacéo (ale) (104). O grupo P4+LC2-1 pareceu sofrer
influéncia principalmente do CP2 e os teores de ambos os alcoois diminuiram
apos a refermentacdo. Antes da refermentacdo, o teor de 2-butanol era de
102,5 mg.L! e diminuiu para 13,22 mg.L! apds a refermentacdo. O mesmo
comportamento ocorreu com 1-butanol para este mesmo grupo, antes da
refermentacéo o teor era de 173,2 mg.L* e apdés 44,6 mg.L L. No entanto, tendo
em vista que o limiar sensorial para estes compostos deve ser superior a 300
mg.Lt (105), nenhum grupo antes ou apdés a fermentacdo atingiu limites
superiores a 200 mg.L?, o que é benéfico, pois poderia conferir um possivel
sabor identificado como “solvente” ao produto final. Enquanto os outros grupos
pareceram sofrer menos alteracbes com relagdo a estes dois compostos, 0
grupo P4+LC2-1, apresentou maior distancia entre as amostras antes e depois
da refermentacdo no eixo Y. A refermentacdo trouxe alteracbes gerais aos

nove compostos avaliados em todos os grupos. Antes da refermentacdo as
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amostras eram mais similares entre elas, pois todas ficaram dispostas no
mesmo quadrante (Figura 28). Assim, ap0s a refermentacdo, ocorreram
alteracdes bioquimicas evidenciadas pela dispersdo das amostras nos demais
guadrantes.

Na auséncia de oxigénio, tal como ocorre na producdo de cerveja, 0
acetil-CoA pode ser esterificado enzimaticamente com um alcool para formar
ésteres de acetato. Também os etil ésteres sdo derivados de acidos graxos de
cadeia média e formados a partir de cadeias mais longas de acil-CoA com
etanol. Outro fato que interfere na producéo de ésteres € a condi¢cdo do mosto.
Ja que mostos turvos podem adsorver acidos graxos insaturados induzindo a
sintese de ésteres (103). O acetato de etila, comumente encontrado em
bebidas fermentadas, possui limiar sensorial de 3,9 mg.L* e apresenta notas
frutadas e de solvente. Neste caso, foi encontrado em concentragcdes cinco a
seis vezes superiores em todos 0s grupos antes da refermentacao. No entanto,
apos a refermentacado, esses valores diminuiram, porém ainda eram de 3 a 4
vezes superiores ao limiar sensorial. Ainda assim, tanto antes ou apos a
refermentacao, os valores encontravam-se dentro do esperado (106).

J4 o acetaldeido € o carbonil presente na cerveja, produzido pelas
leveduras como resultado da descarboxilacdo do piruvato e € um intermediario
na formacdo metabdlica do etanol durante a glicélise. Pode estar presente na
cerveja em concentragdes acima de seu limiar de sabor (aproximadamente 10
mg.L?), e confere um carater indesejavel de grama cortada ou maca verde. No
grupos avaliados foram encontrados valores superiores a 40 mg.L! antes da
refermentacdo, sendo que o grupo com menor teor deste composto foi
P4+TSF, que ap6s a refermentacdo apresentou 21,4 mg.L! de acetaldeido.
Este resultado indica que a refermentacdo pode ser vantajosa, visto que altos
teores deste composto podem impactar negativamente na analise sensorial da
cerveja. Este carbonil acumula-se durante o periodo de crescimento ativo. Tal
como acontece com o0s alcoois e ésteres superiores, a extensao da
acumulacdo de acetaldeido é determinada pela cepa empregada e pelas
condi¢cdes de fermentacdo. Embora a cepa de levedura seja de importancia
primordial, a concentracdo elevada de oxigénio no mosto, a taxa de inoculacéo,
a gravidade do mosto e a fermentagéo influenciam o acumulo de acetaldeido

(107). O acetaldeido & conhecido ha muito tempo como um produto da
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fermentacao alcoolica pela levedura. A concentracdo de acetaldeido em varios
mostos de vinho, apds fermenta¢des com duracdo de 5 a 15 dias, variou de 20
a 200 mg.L! no meio fermentado. Em um estudo sobre a producdo de
acetaldeido por leveduras S. cerevisiae com 86 cepas em mosto sintético e em
mosto de uva (108), a producédo de acetaldeido ndo diferiu significativamente
entre os dois meios (~60 mg.L?), sendo o resultado inerente a cada cepa. No
entanto, foi relatado que temperatura de fermentacdo de 30°C pode aumentar a
producdo de acetaldeido. As cepas foram classificadas em trés diferentes
fendtipos, ou seja, de baixa, média e alta producdo de acetaldeido em S.
cerevisiae. Os fendtipos de baixa e alta também diferiram consideravelmente
na producdo de acido acético, acetoina e alcoois superiores e podem ser Uteis
para o estudo da producdo de acetaldeido em S. cerevisiae (108). O
metabolismo do acetaldeido, etanol e acetato em S. cerevisiae envolve as duas
enzimas responsaveis por suas vias metabdlicas: alcool desidrogenase (ADH)
e a aldeido desidrogenase (ALDH). O metabolismo entre o etanol e o
acetaldeido é catalisado pela ALDH (103). Além disso, o acetaldeido pode ser
metabolizado por oxidacdo em acetato, com aldeido desidrogenases (ALDH). A
presenca de acetaldeido é uma das muitas condicBes de estresse que as
células de levedura podem encontrar. Varios genes de proteinas de choque
térmico (HSP) sao induzidos e também estdo envolvidos na resposta a outras
formas de estresse (por exemplo, etanol). ALDHs desempenham um papel
importante durante o metabolismo de acetaldeido de levedura quando as
células estdo crescendo em etanol. A adicdo intencional de acetaldeido (ou
etanol) a leveduras de vinho induz a expressdo de alguns genes ALD,
consequentemente aumenta a atividade da ALDH (103).

Por fim, pode-se dizer que os grupos foram separados principalmente
com relacdo a refermentacdo. Ou seja, significa que apdés um més a cerveja
“verde”, adquiriu um perfil diferenciado de metabdlitos secundarios que
impactaram no sensorial do produto final. Apesar de nao ter sido verificada
uma diferenca significativa entre os grupos com diferentes cepas para 0s
compostos secundarios avaliados, verificam-se que em outros trabalhos com
leveduras ndo-Saccharomyces (98), também acarretou em um perfil

semelhante de metabdlitos secundarios, incluindo acetaldeido e acetato de
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etila quando a comparacédo foi realizada entre cervejas de até 0,5% (v/v) de
etanol e cervejas Pilsen.

No entanto, outros fatores como baixa producédo de etanol e facilidade
de manuseio de determinadas cepas, poderiam colaborar para a eleicdo de um
grupo de leveduras adequadas a producéo de cervejas de baixo teor alcodlico.
Também a utilizacdo de ferramentas como a analise sensorial e execucdo da
fermentacdo com os mesmos grupos de cepas porém em outros tipos de
mosto, impactam em diferencas no perfil de metabdlitos secundarios e
consequentemente a obtem-se um novo produto final (dados néo publicados).
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8 CONCLUSAO

Foi possivel produzir cervejas de baixo teor alcoodlico utilizando-se
meétodos de abordagem bioldgica. Foram utilizados os mesmos equipamentos
tradicionalmente utilizados para a produgdo da cerveja convencional. Mais
especificamente, foram abordadas as modificagbes das condicbes de
mosturacao, assim como limitacdo da fermentacéo e utilizacdo de leveduras
nao convencionais.

As cervejas de baixo teor alcodlico isotbnica desenvolvida e de marca
alemd sao produtos diferentes das bebidas isotbnicas em relacdo aos
parametro fisico-quimicos, porém, apresentaram caracteristicas mais proximas
as bebidas isotbnicas que a cerveja convencional puro malte e cervejas do tipo
0,0 % de &lcool comercializadas no Brasil. Além disso, todas as cervejas
apresentam compostos fendélicos que apresentam propriedades antioxidantes e
beneficios a saude. Esses beneficios estariam ausentes nas bebidas isotonicas
visto que estas se destinam exclusivamente a hidratacdo e ndo possuem
compostos fendlicos em sua composicao.

Também ficou claro que a maioria dos julgadores ao avaliar uma cerveja
sem alcool, tem em mente a cerveja ‘Pilsen’ como padrdo para avaliagao.
Portanto, verifica-se um mercado em expansdo que pode ser explorado
ofertando-se produtos que apresentem néo sé teor alcodlico mais baixo, como
também sensorial mais agradavel ou mais préximo ao da cerveja ‘Pilsen’. A
adicdo de sais a cerveja desenvolvida ndo influenciou a aceitabilidade deste
produto em relacédo as demais cervejas avaliadas sensorialmente.

Com relacdo as leveduras ndo Saccharomyces, verificam-se que estas
apresentam-se como uma alternativa a serem empregadas em fermentacdes
mistas com leveduras Saccharomyces ou em outros desenhos experimentais,
por exemplo em fermentagbes puras, uma vez que possibilitam a oferta de
novos produtos ao mercado. Visto que tenham sido mais exploradas no campo
de vinhos, mais estudos em mostos cervejeiros sdo necessarios antes de sua

aplicacao tecnoldgica em larga escala.
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ANEXOS
ANEXO I: Desenvolvimento da cerveja de baixo teor alcoolico— lotes piloto

A evolucdo do teor de etanol (%) durante a fermentacdo e maturacéo
dos diferentes grupos de cervejas produzidas pode ser observado na Figura
29.

Figura 29. Evolucéo do teor de etanol (%) nos oito grupos avaliados ao longo de 23 dias a
partir de uma producdo-mae. A — Fermentacdo em 2 dias com adicdo de sais de sodio e
potassio no mosto antes da fermentacdo, B — Fermentacdo em 2 dias sem adi¢céo de sais, C —
Fermentagcdo em 3 dias com adi¢édo de sais, D — Fermentacdo em 3 dias e sem adicdo de de
sais; A2 - Grupo A submetido a filtragcdo na maturagdo; B2 — Grupo B submetido a filtragédo na
maturagdo; C2 — Grupo C submetido a filtragdo na maturacdo; D — Grupo D submetido a
filtracdo na maturacéo.
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Durante o processo de fermentacdo e maturacdo dos lotes sem a
remocao de levedura, foi observado aumento continuo no teor alcodlico que
atingiu 1,4 % aos 23 dias (Figura 2). Neste caso, nao houve diferenca
significativa entre as amostras destes lotes (p > 0,05). A adicdo de sais ou 0
tempo de fermentacdo ndo foi capaz de modificar os teores de etanol das
amostras destes lotes (p > 0,05). Por outro lado, as cervejas que foram filtradas
antes da maturacdo, com ou sem adicdo de sais, e independentemente do
tempo de fermentacdo, apresentaram teores significativamente inferiores de
etanol (p < 0,05) (Figura 29). Desta forma, verificou-se a importancia de
submeter a producdo de cerveja de baixo teor alcodlico a um processo de
filtracdo e/ou centrifugacdo. Esta ultima operagcao unitaria apresenta vantagens
em relacdo a primeira, pois apresenta-se como um sistema fechado, evitando a
contaminacgao e proporcionando melhor rendimento final. Similarmente, ambas
operacdes visam remover a populacdo remanescente de leveduras e evitam

que o teor de etanol continue subindo durante a etapa de maturacao (109).
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ANEXO I

TCLE -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

 RG :

Estado Civil , Idade anos, Residente na

,Bairro ,Cidade ,Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

O trabalho tem por finalidade avaliar a aceitabilidade de uma nova cerveja dde

baixo teor alcodlico que foi produzida na instalacdo cervejeira da Fatec

Jaboticabal e mais duas amostras de cerveja tipo 0,0% comerciais;

Ao participar desse trabalho contribuirei para a melhoria da qualidade do produto

final produzido;

Pessoas que apresentem intolerancia ao gluten ou alergia a qualquer

ingrediente (malte de cevada, levedura ou lUpulo) ndo poderdo participar da

andlise sensorial desta bebida.

Como voluntario deste estudo, declaro ter mais de 18 anos de idade e participarei

do teste de aceitacdo das bebidas e informarei o quanto gostei ou desgostei do

produto, utilizando uma ficha apropriada.

Para a realizagdo da andlise sensorial ndo serd necesséria a ingestdo da

guantidade total de bebida apresentada (aproximadamente 30mL).

Precisarei comparecer ao laboratério de andlise sensorial da FCF para a realizacéo

do teste de aceitagédo do produto;

A minha participacdo como voluntario na andlise sensorial do produto tera

duragdo de um dia (sessao Unica);

Os riscos ou desconfortos aos quais estarei submetido ao participar dessa
pesquisa serao minimos tendo em vista que séo raros os casos de alergia a
cerveja e seus sintomas muito semelhantes a outras alergias alimentares como
desconforto gastrico, urticaria e/ou dor de cabeca. Mesmo assim, existe a
possibilidade que o participante desconheca possuir alergia a qualquer um dos

ingredientes utilizados.

9. Caso a bebida provoque alguma reagdo alérgica ou desconforto deverei

entrar em contato com o pesquisador responsavel;

10. N&o terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

11. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se
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desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesqusa;

12. Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da realizacdo dessa pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo ou
penalizacao;

13. Para qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimentos, poderei entrar em

contato com a equipe cientifica;

14. Nao existem beneficios diretos para os voluntarios desta pesquisa. Os riscos ou

desconfortos aos quais estarei submetido ao participar dessa pesquisa serao

minimos e pouco provaveis, uma vez que todos os ingredientes utilizados na
elaboracdo do produto ja foram testados em humanos e serdo submetidos a um
rigido controle de qualidade antes da apresentagdo aos voluntarios.

15. Para notificagdo de qualquer situagéo, relacionada com a ética, que ndo puder
ser resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica
em

16. Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

17. A colaboracdo dos mesmos sera imprescindivel para o desenvolvimento do
projeto, possibilitando avaliar a aceitabilidade e intencdo de compra desta nova
bebida. Caso aceite fazer parte do estudo, assine este documento em duas vias. Uma
via pertence a vocé e a outra ao pesquisador responsavel.

18. Em caso de eventuais danos sofridos pelo participante da pesquisa, este fara jus
a reparacao;

19. O TCLE é um documento emitido em 2 vias, assinado em todas as folhas, sendo
que uma via deve ficar com o participante da pesquisa e a outra com a pesquisadora.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntario (a), do
estudo “DESENVOLVIMENATO DE CERVEJAS DE BAIXO TEOR ALCOOLICO COM
CARACTERISTICAS ISOTONICAS”

Araraquara, de 2018.

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do Pesquisador:

Deborah Oliveira De Fusco
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Ficha para aplicagcdo de teste de aceitacao

Nome: idade:

Amostra:

Prove a amostra e indique sua opinido em relacdo a aparéncia, aroma, sabor, textura
e impressao global, de acordo com a escala abaixo:

9 — gostei muitissimo Aparéncia: __
8 — gostei muito Aroma :

7 — gostei moderadamente Sabor:

6 — gostei ligeiramente Impresséao Global:

5 — nem gostei/ nem desgostei

4 — desgostei ligeiramente

3 — desgostei moderadamente

2 — desgostei muito

1 — desgostei muitissimo

Assinale qual seria sua atitude em relacdo a compra do produto.
() eu certamente compraria este produto

() eu provavelmente compraria este produto

() tenho davidas se compraria ou nao este produto
() eu provavelmente ndo compraria este produto
() eu certamente ndo compraria este produto

Comentérios:

Preencha abaixo com relacdo aos seus habitos de consumo de cerveja e bebida
isotdnica. Caso goste ou beba os dois, assinalar ambos.

( ) Gosto ou tomo cerveja

( ) Gosto ou tomo bebida isoténica

Atividade Fisica:

() Pratico 3 vezes por semana ou mais atividade fisica
() Pratico de 1 a 2 vezes por semana atividade fisica

( ) N&o pratico atividade fisica

Comentérios:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE CERVEJAS SEM ALCOOL COM
CARACTERISTICAS ISOTONICAS

Pesquisador: DEBORAH OLIVEIRA DE FUSCO

Area Tematica:

Versado: 4
CAAE: 60050016.8.0000.5426

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 2.068.055

Apresentacao do Projeto:
O projeto tem como objetivo desenvolver uma bebida & base de malte
de cevada sem &lcool com caracteristicas de bebida isoténicas. O projeto
encontra-se bem redigido, porém, ainda ndo esta claro como sera removido o

alcool, apds o processo de fermentacéo.

Objetivo da Pesquisa:
Produzir uma bebida & base de malte de cevada sem alcool com
caracteristicas de bebida isotbnicas.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos estéo relacionados a alergias a produtos encontrados na bebida.

Comentérios e Considera¢cdes sobre a Pesquisa:
A Pesquisa esta de acordo com as diretrizes tracadas por este Comité.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Endereco: Rodovia Araraquara Jau, km 1

. L CEP:  14.801-902
UF: SP Municipio:  ARARAQUARA
E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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Os termos foram apresentados e estdo de acordo com as regras
estabelecidas.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Aprovo, Ad referendum, o referido
projeto de pesquisa, estruturado dentro dos padrdes ético.

O relatério parcial deve ser entregue em OUTUBRO deOl7. E o
relatério final e os Termos de Consentimento Livre Esclarecido (originais e
assinados em todas as folhas) deverdo ser entregues em AGOSTO de
2018.

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo
relacionados:

Tipo Documento| Arquivo Postagem | Autor Situagéo
Informages Béasicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 15/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_787573.pdf 10:34:25
TCLE / Termos de tcle1105corrigido.docx 15/05/2017 | DEBORAH Aceito
Assentimento / 10:30:57 OLIVEIRA DE
Justificativa de FUSCO
Auséncia
Projeto Detalhado / Projeto_doutorado0802.docx 08/02/2017 | DEBORAH Aceito
Brochura 10:21:17 OLIVEIRA DE
Investigador FUSCO
Outros carta.pdf 08/02/2017 | DEBORAH Aceito

10:15:40 OLIVEIRA DE
Folha de Rosto folha_rosto_etica_pdf.pdf 08/09/2016 |DEBORAH Aceito
16:42:37 OLIVEIRA DE

Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagcdo da CONEP: Nao
ARARAQUARA, 17 de Maio de 2017

Assinado por: Adriano Mondini (Coordenador)
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UF: SP Municipio:  ARARAQUARA
E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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