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RESUMO

As leveduras sao microrganismos que tem um papel muito importante em muitos
processos industriais, e a industria cervejeira € uma delas. As leveduras mais usadas
no processo de producao de cerveja sdo do género saccharomyces, e 0 Seu uso
requer cuidados especiais para que tenha-se o melhor rendimento possivel do
processo de producéo, ja que as leveduras influenciam no resultado final da cerveja,
nao somente em termos de teor alcodlico, mas também agregando aromas e sabores.
O objetivo deste estudo é entender melhor a viabilidade e o comportamento das
leveduras em fermentacédo alta e baixa, e para isso foram produzidas cervejas para
avaliar a viabilidade celular e o comportamento das leveduras: Saccharomyces
cerevisiae, que é dito atuar préximo da superficie do mosto, utilizadas em cervejas Ale
(alta fermentacao), e Saccharomyces pastorianus, que € dito atuar no fundo do reator,
utilizadas em cervejas Lager (baixa fermentacdo). Neste estudo foram utilizados dois
tipos de reatores: reatores de vidro em pequena escala com 1.5L de capacidade, e
reatores em escala piloto com 10L de capacidade. As fermentacdes foram realizadas
em duas temperaturas diferentes, 12 °C e 18 °C. As amostras foram coletadas e
analisadas em trés diferentes alturas nos reatores (préximo a superficie do mosto, no
meio e préoximo ao fundo do reator) a cada 24h durante a fermentacdo, também
realizando a caracterizacao fisico-quimica avaliando sélidos sollveis totais, pH e teor
alcodlico. Os resultados mostraram que a levedura de alta fermentacdo atuou em todo
o reator, nas duas temperaturas, e nas trés alturas analisadas, a fermentag&o ocorreu
em todo o reator, e ndo somente na superficie, a quantidade de leveduras viaveis e a
guantidade total de células por ml ficaram semelhantes nas duas temperaturas,
variando entre 10% e 107. J4 a levedura de fermentagéo baixa, atuou na superficie do
mMosto nos primeiros tempos ou dias de fermentagcdo, precipitando em direcdo ao
fundo a partir do quinto ao sétimo tempo de fermentacéo, e ndo se limitando a atuar
somente no fundo do reator. A quantidade de leveduras viaveis e a quantidade total

de células por ml também variaram entre 106 e 107 nas duas temperaturas.

Palavras—chave: Leveduras, Viabilidade celular, Microbiologia, Producéo de Cerveja,

Fermentacao alta e baixa.



ABSTRACT

Yeasts are microorganisms that play a very important role in many industrial
processes, and the brewing industry is one of them. The yeasts most commonly used
in the beer production process are from the saccharomyces genus, and their use
requires special care to ensure the best possible yield from the production process,
since yeasts influence the final result of the beer, not only in terms of alcohol content,
but also by adding aromas and flavors. The aim of this study was to better understand
the viability and behavior of yeasts in high and low fermentation. To this end, beers
were produced to evaluate the cell viability and behavior of yeasts: Saccharomyces
cerevisiae, which is said to act near the surface of the wort, used in Ale beers (high
fermentation), and Saccharomyces pastorianus, which is said to act at the bottom of
the reactor, used in Lager beers (low fermentation). Two types of reactor were used in
this study: small-scale glass reactors with a capacity of 1.5L, and pilot-scale reactors
with a capacity of 10L. The fermentations were carried out at two different
temperatures, 12 °C and 18 °C. Samples were collected and analyzed at three different
heights in the reactors (near the surface of the wort, in the middle and near the bottom
of the reactor) every 24 hours during fermentation, also carrying out physicochemical
characterization evaluating total soluble solids, pH and alcohol content. The results
showed that the top-fermenting yeast acted throughout the reactor, at both
temperatures, and at the three heights analyzed, fermentation occurred throughout the
reactor, not just on the surface, and the number of viable yeasts and the total number
of cells per ml were similar at both temperatures, varying between 108 and 107. Low
fermentation yeast, on the other hand, acted on the surface of the wort during the first
few fermentation times or days, precipitating towards the bottom from the fifth to the
seventh fermentation time, and was not limited to acting only on the bottom of the
reactor. The number of viable yeasts and the total number of cells per ml also varied

between 10° and 107 at both temperatures.

Keywords: Yeasts, Cell viability, Microbiology, Beer production, High and low

fermentation
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1. INTRODUCAO

A cerveja foi descoberta de forma acidental a milhares de anos onde hoje
encontram-se a China e o Oriente médio, e desde entdo vem sendo aprimorada,
melhorando as técnicas de produgédo, com o uso de insumos alternativos ou adjuntos,
além do malte de cevada, como, por exemplo, milho, trigo, centeio, sorgo e aveia. Na
antiguidade, a fermentacdo era considerada magica e divina, e posteriormente
descobriu-se que a fermentacao era uma reacao quimica espontanea, e as leveduras
eram consideradas apenas como mais um componente da cerveja. Por volta do inicio
do século XIX, Louis Pasteur concluiu que as leveduras eram as responsaveis pela
fermentacdo (MORADO, 2017).

A principal responsavel pela transformacao da agua, malte e lGpulo em cerveja
séo as leveduras, que fazem o trabalho de fermentacéo, transformando os acucares
presentes no malte em alcool e CO2, e como resultado € obtida a cerveja. As leveduras
influenciam o aroma, sabor, cor, turbidez, formacdo de espuma e, portanto, a
gualidade final da cerveja e sua escolha dependem do tipo de cerveja que sera
produzida.

As leveduras mais usadas no processo de producgéo de cerveja sao as do género
Saccharomyces, sendo classificadas em alta fermentacéo (Ale), fermentadas a uma
temperatura de 14 °C a 25 °C, atuando predominantemente proximo da superficie do
mosto, como exemplo a Saccharomyces cerevisiae, e fermentacao baixa (Lager),
sendo fermentada a uma temperatura mais baixa, 4 °C a 15 °C, atuando
predominantemente no fundo do reator, exemplo a Saccharomyces pastorianus
(KARABIN, et al., 2017).

Um dos aspectos mais importantes no processo de fermentacao € a viabilidade
celular, pois a fermentacéo alcodlica apresenta variagdes de rendimento, e conhecer
a viabilidade celular resulta em melhor rendimento na producéo de cerveja: quanto
maior o numero de células viaveis (leveduras vivas), melhor sera o rendimento e a
gualidade do produto. Entre as variaveis que influenciam a viabilidade celular, esta o
controle de temperatura, muito importante para o crescimento das leveduras e
consequentemente para a viabilidade celular (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Dessa forma, € de fundamental importancia conhecer o real comportamento das
leveduras durante as fermentacdes alta e baixa, que ira auxiliar na escolha da

levedura, de acordo com o tipo de cerveja que se deseja produzir, conferindo
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carateristicas particulares de cada levedura, e com isso melhorando o rendimento do

processo de producéo.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a viabilidade celular e 0 comportamento
de leveduras do género Saccharomyces em fermentacfes alta e baixa durante a
fermentacdo, em duas temperaturas e em diferentes alturas nos reatores, com o

objetivo de otimizar o rendimento dos processos de producao de cerveja.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade celular em diferentes fases da fermentacdo, através de
contagem em camara de Neubauer;

e Avaliar a viabilidade das leveduras, em trés diferentes alturas dos reatores, na
superficie, no meio e proximo do fundo;

e Avaliar a viabilidade em diferentes temperaturas comparando os resultados;

e Avaliar a o comportamento em fermentacéo alta e baixa;

e Realizar a caracterizacdo das cervejas, por meio de analises fisico-quimicas de
sélidos soluveis totais (°Brix), pH e teor alcodlico, do inicio ao final da

fermentacao;

Realizar as contagens de leveduras e andlises fisico-quimicas a cada 24h.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Historia dacerveja

As evidéncias mais antigas sobre o surgimento da cerveja datam de 6.000 anos,
e provavelmente sua producao foi descoberta por acaso, mas os primeiros indicios do
cultivo de cevada e trigo s&o por volta de 9.000 anos, no oeste da Asia. Ainda se tem
indicios de que bebidas fermentadas tenham origem na China e na Mesopotamia,
atualmente Ird e Iraque, onde foram encontrados, em escavacdes, resquicios de
bebidas fermentadas de cereais (FILHO et al., 2016)

No inicio, a cerveja era considerada um alimento e uma bebida nutritiva, tdo
importante quanto o pao, e se transformou em uma bebida sagrada. Os sumérios, por
volta de 4.000 a.C, ofereciam a cerveja a Deusa Nin-Harra, e 0s chineses ofereciam
a Tsiou, uma cerveja produzida com pain¢o, aos seus ancestrais. Durante o império
babildnico, sucessor do império sumério, o Coédigo de Hamurabi previa que o
pagamento pela venda de cerveja ndo poderia ser em dinheiro, mas sim em graos. O
cervejeiro era considerado uma pessoa com alta reputacdo, e por conta disso era
dispensado do servico militar, com a condi¢cdo de que ele produzisse cerveja para
suprir as tropas (DAMEROW, 2012).

No Egito, a cerveja era uma das bebidas mais consumidas, junto com o vinho e
o hidromel, sendo a cerveja a mais popular: eram produzidos dois tipos de cerveja
gue, segundo as Tdbuas de Ebla (2.500 a.C), era a cerveja dos notaveis (cerveja de
Tebas), e as cervejas aromatizadas com gengibre, tamara e mel que eram destinadas
aos nobres. A cerveja também era usada em cerimdnias flnebres e como tratamento
de pele (WILKINSON, 2017).

Na Europa, acredita-se que a cerveja tenha surgido de forma independente na
regido onde hoje € a Escdcia, antes da idade média. Os gregos conheceram a cerveja
através dos egipcios e mais tarde com 0s romanos: no inicio a bebida era usada como
diurético e para uso meédico; o vinho, antes de grande importancia, com a chegada da
cerveja, perdeu um pouco de sua popularidade, e entdo a produgcao e consumo de
cerveja foi crescendo. A expanséo da cerveja pela Europa teve também como inicio a
Trécia, antiga regido onde hoje fica parte da Grécia, Bulgéaria e Turquia e entdo por
toda Europa. Os celtas desenvolveram varias receitas e técnicas para producao de

cerveja e, na Galia (atual Franca) e na Galicia (atual Espanha), foi onde a bebida
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recebeu o0 nome de cerveja, com origem no latim, cerevisia, homenagem a deusa da
colheita e da fertilidade Ceres. Até entdo a cerevisia era produzida com cevada ou
outro cereal e aromatizada com mel, mas ainda ndo era adicionado lupulo
(HORNSEY, 2016).

Durante a idade média, os mosteiros tiveram um papel muito importante no
desenvolvimento da cerveja como a conhecemos hoje. Nesses locais, 0s monges
desenvolviam receitas e técnicas de producdo: parte da cerveja produzida era
distribuida gratuitamente, e usada como preventivo contra febre tifoide e colera, por
causa da presenca das leveduras e alcool, e fora dos mosteiros a producéo de cerveja
era uma atividade caseira, para consumo domeéstico. A cerveja influenciou entre os
séculos VIl e XVI na formagdo das cidades que comecavam a surgir, e durante a
urbanizacéo e industrializacdo passou de uma atividade caseira para uma atividade
industrial e comercial. Por volta do século XllI, a producédo industrial comegou onde
hoje situa-se Alemanha, Austria e Inglaterra (MEUSSDOERFFER, 2009)

O primeiro registro do uso do lupulo data do século IX. Antes, era usada uma
mistura de ervas chamada Gruit, e essa mistura de ervas dependia da regido e
disponibilidade e poderia ter gengibre, milefolio, zimbro, entre outros. No século XV, o
lGpulo se tornou um dos principais componentes na producédo de cerveja (MORADO,
2017).

No Brasil, a cerveja foi trazida por Dom Jo&o VI em 1808, e boa parte dessa
cerveja era de origem inglesa, devido a influéncia que a Inglaterra exercia sobre
Portugal nagquela época, e por conta disso a cerveja inglesa dominou o mercado no
Brasil durante anos (COUTINHO, 2020).

O primeiro registro de uma cerveja brasileira foi um anuncio publicado em jornal
do Rio de Janeiro, o Jornal do Comércio em 27 de outubro de 1836. Até 1850, existiam
poucas cervejarias e em sua grande maioria eram artesanais, localizadas
principalmente nos estados de Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Por
volta de 1870, surgiu a primeira cervejaria brasileira, fundada por Friederich Christoffel
em Porto Alegre, e produzindo até um milhdo de garrafas. No final do século XIX, e
com a chegada de equipamentos de refrigeracéo, houve um grande salto no processo
de producdo, sendo possivel ter um melhor controle sobre a fermentacdo (e
temperatura), e assim podendo definir um padrdo. Nessa mesma época, por volta de
1870, surgiram duas grandes cervejarias, que dominam o mercado até os dias de

hoje, a Brahma no Rio de Janeiro e a Antarctica em S&o Paulo (SANTQOS, 2004).
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3.2 Matérias-primas para producao de cerveja
3.2.1 Agua

A agua é o principal constituinte da cerveja, responde por mais de 90% de sua
composicao, e sua disponibilidade € um importante critério para a constru¢do de uma
cervejaria, principalmente para as cervejarias com alta capacidade de producdo. A
captacdo de agua pode ser de diversas fontes, como poc¢os, aguas de superficie, rios
e lagos, cada uma com suas particularidades, exigindo diferentes métodos de
tratamento, utilizando principalmente métodos de tratamento fisico (GITIS; HANKINS,
2018).

Em primeiro lugar, a 4gua deve ser insipida e inodora, ou seja, sem sabor e
cheiro, e uma agua alcalina pode dissolver grandes quantidades de matérias
indesejadas. Varios parametros sdo necessarios para a escolha da agua, que sdo pH,
turbidez, concentracdo de zinco, ferro, nitrito, dureza, silica e matéria orgéanica. De
acordo com a geologia de diferentes areas de producao, a fabricacéo de cerveja se
desenvolveu de formas diferentes, a depender dos minerais presentes na agua da
regido. Um exemplo, sdo regides com altos niveis de bicarbonato, que tendem a elevar
o pH da agua, afetando tanto a eficiéncia da mosturacéo, quanto o metabolismo das
leveduras (EUMANN, 2012).

Os minerais presentes na agua, como por exemplo Ferro (Fe*? e Fe*3), com
concentragbes acima de 0,3 mg/L, podem provocar o escurecimento da espuma,
alteragdes na coloragao, diminuindo sua estabilidade coloidal, tendo agéo catalisadora
na oxidacao da cerveja, alterando a viabilidade das leveduras na fermentacao, além
de alteracBes de sabor. Os sulfatos em niveis baixos podem influir em sabor mais
seco, e ajudar a realcar o sabor amargo do lupulo: o maior impacto é que ela pode ser
convertida em SOz e H2S por leveduras e outros microorganismos, gerando sabores
e odores desagradaveis (MOSHER, TRANTHAN, 2021).

Nitratos (NO?%) indicam o estagio final da oxidacdo da matéria organica com a
presenca de nitrogénio, podendo ser reduzidos a nitritos pela acdo das leveduras,
reduzindo sua viabilidade. Altos teores de silica (SiO2) prejudicam a fermentacéo,

ocasionando turvacao coloidal e alteracao de sabor (SILVA, SOUZA, 2021).
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Agua com alto teor de cloro, maior que 0,5 ppm, como por exemplo da rede de
distribuicdo publica, pode reduzir a atividade das leveduras e como consequéncia
prejudicar a fermentacédo (PALMER, KAMINSKI, 2013).

Na tabela 1 sdo apresentadas as carateristicas recomendadas da agua para a

producao de cerveja.

Tabela 1 — Especificagcbes para agua na producgédo de cerveja

Parametro Especificacdo Unidade
Sabor Insipida
Odor Inodora
pH 6,5 - 8,0
Turbidez <04 NTU
Sulfatos 1-30 mgSOa4/L
Cloretos 1-20 mgClI/L
Nitratos Ausente mgNO?Z*/L
Célcio 5-22 mgCa?*/L
Magnésio 1-6 mgMg?*/L
Ferro <01 ppm
COz2 Livre 0,5-5 mgCO2/L
Matéria Organica 0-0,8 mg O2/L
Solidos Totais Dissolvidos 50 - 150 mg/L
Dureza Total 18-79 MgCaCos/L

Fonte: JUNIOR, VIERA, FERREIRA, 2009.
3.2.2 Malte

O malte é resultante da germinacdo de um determinado cereal sob condi¢cbes
controladas. De maneira geral, quando falamos em malte, entende-se que € obtido a
partir da cevada, mas o malte pode ser produzido com milho, trigo, aveia, centeio,
arroz ou sorgo. Qualquer cereal que possa ser maltado, que tenha poder diastético,
gue é a capacidade de hidrolisar o amido, pode ser utilizado. Para que um cereal se
transforme em malte, é utilizado o processo de malteacdo, que faz a germinagéo
forcada do cereal, e interrompe-se essa germinacdo em determinado ponto por um
processo de secagem: o0 objetivo é ativar as enzimas amiloliticas (Figura 1)
(RODRIGUES et al., 2018).
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Figura 1: Graos de cevada germinados durante a malteagao.

O malte mais utilizado em cervejarias € o malte feito a partir da cevada, da
variedade graminea, género Hordeum. Essa escolha leva em conta diversos fatores,
como o tipo de cerveja que serd produzida, cor e sabor: maltes claros resultam em
uma cerveja com cor clara, enquanto maltes escuros resultam em uma cerveja escura,
ambos influenciando o sabor. A qualidade e as caracteristicas do malte afetam
diretamente a qualidade da cerveja produzida, e as principais caracteristicas do gréo
de cevada e do malte de cevada podem ser visualizadas na Tabela 2. A cevada é
rica em amido, que sera convertido em aglucares como a maltose e a glicose, que
fornecem a energia necessaria para o crescimento das leveduras (KUNTZ,
BANFORTH, 2007).

Tabela 2: Principais caracteristicas do grao de cevada e malte de cevada.

Caracteristicas Grao de Cevada Malte de Cevada

Massa do grao (mg) 32a36 29a33
Umidade (%) 10a 14 4a6
Amido (%) 55a 60 50 a55
Acucares (%) 0,5a1,0 8al0
Nitrogénio Total (%) 1,8a2,3 1,8a2,3
Nitrogénio Soluvel (% de N Total) 10a12 35a50
Poder Diastatico % L™ 50 a 60 100 a 250
Enzima a-amilase 20° unidade® Tracos 30a60
Atividade Proteolitica Tracos 15a 30

(2): L: Linter, indice de atividade das amilases; (2): Unidades de dextrina produzidas
Fonte: CEREDA, 1983.
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Uma das principais caracteristicas sensoriais da cerveja é a cor, que, de acordo
com o tipo de cerveja, pode variar de amarela a dourada para uma Pilsner, e @mbar a
cobre avermelhado para uma Red Ale por exemplo. A cor da cerveja ira depender do
processo de fabricacdo e principalmente do tipo de malte utilizado. Duas reacfes séo
responsaveis pela cor da cerveja: a primeira € a rea¢do de Maillard (Figura 2), que
acontece entre um aminoacido e uma molécula de acucar redutor, obtendo um
intermediario, a base de Schiff, entdo a base de Shiff sofre 0 Rearranjo de Amadori,
formando a cetoseamina, gerando uma segunda reacado, a carameliza¢do, dando cor
e aromas caracteristicos de acordo com a cerveja que se quer produzir (BARTH,
2013).

Figura 2: Sequéncia da reagéo de Maillard.

H._.0 ik H
= H——NH—R H—=N-—R H——NH-R H——NH-R

H——OH R, MM H——OH —H:OH L0
10——H \__ “HO——H HO——H HO——H HO——H

H——OH H——OH ?; H——OH=*— H——oH = H—|—oH

H——OH H——OH 2" H——oH H——OH H——OH

H——H H——H H——H H——H H——H

OH OH OH OH OH
Glicose Imina Rearranjo de Amadori

Fonte: FOOD CRUMBLES, 2016, adaptado pelo autor.

3.2.3 Luapulo

O lapulo (Humulus lupulus) é uma planta didica, produzindo flores masculinas
e femininas, em forma de espiga (Figura 3), que possuem glandulas secretoras de
resinas e Oleos essenciais, que resultam no sabor amargo da cerveja (PRESTES,
CORDEIRO, 2008). Na producao de lapulo para a industria cervejeira, utiliza-se
somente as flores femininas, ja que sao elas que contem a lupulina, a glandula onde

se encontram as resinas e 0leos essenciais.
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Figura 3: Lupulo

’

Fonte: CEOLA, 2021.

Os Oleos essenciais presentes sao uma mistura de algumas centenas de
componentes, sendo o0s principais os hidrocarbonetos da familia dos terpenos,
ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois e acidos, que influenciam o sabor e o aroma, sendo
gue sua maior parte é arrastada em forma de vapor durante a fervura do mosto,
evitando que a alta concentracdo desses 6leos essenciais deixem a cerveja com sabor
e aroma desagradaveis. Na Tabela 3 pode-se ver a composi¢cado quimica do lupulo
utilizado na producéao de cerveja (KEUKELEIRE, 2000).

Tabela 3: Composic¢ao quimica do Iapulo utilizado na industria.

Componentes Concentracao (%)
Agua 10,0
Resinas totais 15,0
Oleos essenciais 0,5
Taninos 4,0
Monossacaridios 2,0
Pectina 2,0
Aminoacidos 0,1
Proteina bruta 15,0
Lipidios e ceras 3,0
Cinzas 8,0
Celulose, Lignina 40,4
Total 100,0

Fonte: DURELLO et al., 2019
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Como mencionado anteriormente, € nas resinas que se encontra o amargor do
lUpulo. Essas resinas sao as resinas totais, e estas sao divididas em resinas macias
e resinas duras. As resinas macias constituem de 10 a 25% das resinas totais, e elas
possuem uma tonalidade amarela com aspecto de fluido denso e viscoso
(VERISSIMO et al., 2022).

As resinas macias sao divididas em oa-acidos e fracdo-f. Sao nestas resinas que
se encontram os acidos amargos, sendo uma mistura de a-acidos (humulonas) e
fracdo-B (lupulonas) e podem representar de 5 a 21% da massa total do lUpulo em
base seca. Os a-acidos correspondem de 1,5 a 13% do total das resinas macias e de
9 a 10% da massa em base seca, embora existam lupulos com mais de 20% de o-
acidos, como exemplo lapulo Polaris, uma variedade alem& que apresenta de 18 a
26% de a-acidos (DURELLO et al., 2019; HEALEY, 2016)

Os o-acidos sdo compostos por uma mistura de cinco humulonas, sendo as
principais a humulona (de 35 a 70%), a cohumuona (20 a 55%), a adhumulona (10 a
15%), a prehumulona (1 a 10%) e a poshumulona (1 a 3%). As estruturas quimicas

destes a-acidos podem ser vistas na Figura 4 (ALMAGUER et al.; 2014).

Figura 4: Estrutura quimica dos principais a-acidos presentes no lUpulo.

N
Humulona Cohumulona Adhumulona
(35-70%) (20-55%) (10-15%)

Prehumulona Poshumulona
(1-10%) (1-3%)

Fonte: DURELLO et al., 2019
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As resinas duras, que representam 3% a 5% das resinas totais, s&o um material
sélido com cor verde escura, e seu surgimento acontece pela oxidacdo das resinas
macias: a medida que o lupulo vai envelhecendo, a quantidade de resinas macias
diminui, enquanto a quantidade de resinas duras aumenta. As resinas duras séo
classificadas em resinas duras o, que compdem a menor parte, enquanto as resinas
duras B constituem a maior parte (ALMAGUER et al. 2014; DURELLO et al., 2019).

O amargor da cerveja produzido pelas humulonas do lupulo € medido em
unidades internacionais de amargor ou IBU (International Bitterness Units). Nesta
escala, 1 IBU equivale a 1mg/L de Iso a-acidos. E de fundamental importancia o
conhecimento da eficiéncia de conversédo de humulonas em iso-humulonas durante a
fase de fervura do mosto para que se tenha o amargor desejado (CALADO, LACERDA
etal., 2019; SILVA, FARIA, 2008).

Alguns fatores podem interferir na qualidade de lGpulo e nos seus componentes,
apresentados na Tabela 3, como, por exemplo, técnicas de cultivo, local de producéao,
grau de maturacéo na colheita, processo de secagem, peletizacdo e armazenamento
(NETO et al., 2022).

O lapulo também tem acao na formacao e estabilidade da espuma, no aumento
da estabilidade bioldgica, e evitando que se desenvolvam alguns microrganismos por
causa de suas propriedades antissépticas. O lupulo é comercializado na forma de
flores prensadas, p6, extrato e na forma de pellets, que é o mais usado, produzido a
partir de flores ndo polinizadas, resultando em maior concentracdo de substancias
aromaticas (VENTURINI, 2005).

3.3 Processo de producdao industrial de cerveja

Os avancos tecnologicos transformaram a producao de cerveja que antes era
domeéstica e artesanal (embora a producéo artesanal esteja em alta ultimamente), em
um processo industrial com maquinas e equipamentos projetados especificamente
para os processos de produgéo (BELULI, 2019).

Nos ultimos anos, grandes e pequenas cervejarias vém se automatizando para
obter um melhor controle dos processos de produgéo, com isso reduzindo perdas,
aumentando a producéo e mantendo um padrao continuo de qualidade. Vérias etapas
do processo podem ser semi-automatizadas ou automatizadas, desde o inicio até o

final do processo, como, por exemplo, na geragéo de vapor com o uso de caldeiras,
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sendo controladas a temperatura, a vazao e a pressao, para as etapas de mosturagéo
e fervura do mosto e pasteurizacdo. E o resfriamento, através de unidades de
resfriamento, para as etapas de fermentagcao e maturacdo, controlando temperatura,
pH, acidez, °Plato entre outros parametros com dados coletados através de sensores,
CLPs, entre outros equipamentos, e que podem ser acompanhados e controlados em
tempo real (BEGA, 2011; KAISER, 2022; ROCKWELL, 2022).

Ha alguns anos, as tendéncias de consumo requerem a producao de cervejas
com diferentes perfis sensoriais, e, devido a essa demanda, novas tecnologias em
relacdo ao processamento de alimentos vém sendo desenvolvidas e aplicadas
(CARVALHO, LEITE, 2023).

Algumas destas tecnologias sdo os campos elétricos pulsados (PEF, do inglés
Pulse Eletric Fields), que atuam na inativacdo de leveduras e contaminacoes,
diminuindo o amargor e turbidez durante a pasteurizacdo (MARTIN-GARCIA,
TYLEWICZ, 2020; LIU, ZHANG, 2012).

Ultrassom (US, Ultra Sound), que melhora a velocidade de germinac&o do malte,
aumenta o rendimento e diminui o tempo de processamento (CHEMAT, ROMBAUT,
2017; KALUGINA, NAFIKOVA et al., 2021).

Termosonicagdo (TS, Thermosonication), que também faz uso de ultrassom e
na fase de pasteurizacdo estabiliza o sabor, inibe o crescimento de leveduras e
bactérias, aumentando o tempo de prateleira por até 12 meses (MILANI, SILVA, 2017;
DENG, Bl et al., 2017).

O processamento em alta pressdo (HPP, High Pressure Processing), que
promove estabilidade microbiolégica, aumenta a atividade catalitica e hidrolitica de
enzimas, diminui a intensidade da cor e reduz o tempo de filtragem (CHOI, KANG et
al., 2016; SANTOS, OLIVEIRA et al., 2017).

Aquecimento Ohmico (OH, Ohmic Heating), que pode ser uma alternativa aos
métodos de pasteurizacao tradicionais, aquecendo o mosto instantaneamente e de
forma homogénea. (LI, XU, 2019; AURINA, SARI, 2021).

O processo de producéo industrial de cerveja envolve as seguintes etapas:
moagem do malte, mosturacao, filtragéo, fervura do mosto, resfriamento, fermentacéo,
maturacado, pasteurizacéo e envase, sendo que a producao pode ser em batelada ou
processo continuo. Todas estas etapas, descritas a seguir, podem ser visualizadas
através do fluxograma de processo, elaborado com o software Microsoft Visio

Profissional®, Figura 5, onde estéo indicadas as correntes de entrada e saida, e as
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linhas de controle de processo e automacéo (LUDWIG, 1999; WUNDERLICH, 2009;
EATON, 2018).

Figura 5: Fluxograma de processo da producéo de cerveja.

Moagem do malte Ferveura do
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Mosturacao Lapulo »
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1. Moagem

O malte chega na industria no formato de graos, e é enviado para o0 moinho
para a moagem (Figura 5:1), diminuindo o tamanho das particulas e liberando o
endosperma, aumentando a sua velocidade de hidrdlise. As cascas do malte possuem
a funcdo de elemento filtrante do mosto no processo a ser realizado adiante. E

recomendado que a moagem nao seja muito drastica, que resulte em um malte muito
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fino, que ocasionaria uma reducao na velocidade de filtragem e entupimento do filtro,
e 0 malte parcialmente moido, com muitos graos inteiros, que resultaria na dificuldade
da hidrélise do amido. A moagem do malte é realizada com diversos tipos de moinhos,
como, por exemplo, moinho de disco, de martelo, e de rolo, sendo o moinho de rolo o
que entrega o melhor resultado na quebra dos gréos, resultando em uma moagem
ideal (KREISZ, 2009).

3.3.2 Mosturacao

Na mosturacdo ou brassagem, agua e malte sdo misturados (Figura 5:2), e
aquecidos até uma temperatura maxima de 75 °C. Esse processo € realizado em
tanques ou tinas de mostura, sob agitacao para que tenha a homogeneidade do mosto
durante a mostura. Em processos industriais, 0s tanques ou tinas sdo encamisados e
aquecidos com vapor, controlando temperatura, pH e pressdes de vapor (BARNES,
2004).

Para que as enzimas sejam ativadas, sdo utilizadas rampas de temperatura,
realizando a hidrolise do amido em agucares fermentaveis, com ajuda das enzimas ao-
amilase e B-amilase, comecando em 40 °C até 75 °C. A ativacao das enzimas comeca
com a hemicelulase e exo-peptidade entre 40 °C e 50 °C, endo-peptadase e dextrinase
entre 50 °C e 60 °C, B-amilase entre 60 °C e 65 °C, e a-amilase entre 70°C e 75 °C.
Como o processo é enzimatico, deve se ter atencdo em alguns pontos, como
temperatura, tempo, pH, composicéo e qualidade do malte (BORTOLI et al., 2013; DE
SCHEPPER, 2020; GREEN, 2008).

3.3.3 Filtracao

No final da mosturacdo, € realizada a filtragdo do mosto (Figura 5:3),
separando a parte liquida das partes solidas (cascas do malte, restos da parede das
células, proteinas coaguladas e material insoltuvel). Esse residuo € a chamada torta
de filtro, que é retirado do mosto nesta fase. Depois da primeira filtracdo, aplica-se
uma pulverizacdo com 4gua quente sobre as cascas para que ocorra uma maior
retirada de acuUcares ainda presentes. Essa operacdo deve ser realizada com
temperatura em torno dos 75 °C, pois a viscosidade do mosto favorece a boa

separacdo do residuo, inativa enzimas indesejadas e bloqueia possivel
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desenvolvimento bacteriano (CRISTEA, MAZAEDA, 2013; BLSAKOVA, GREGOR,
2021).

3.3.4 Fervura do mosto

Apoés a filtracdo, o mosto é fervido, com o objetivo de inativar enzimas,
esterilizar, precipitar proteinas, junto com compostos ndo desejados como taninos e
polifendis. E nessa fase que ¢ adicionado o lipulo (Figura 5:4), em geral no inicio e
no final da fervura, para que ndo perca os compostos volateis. Durante a fervura, sao
extraidas as resinas e 0s 0Oleos essenciais do lapulo, que irdo dar sabor e aroma a
cerveja, concentrando o mosto, formando substancias redutoras e corantes, que
acontecem pela caramelizacdo dos acucares e oxidacao de taninos e formacédo de
melanoidinas, formacédo de acidos que resultam em reducgéo de pH e eliminacdo de
compostos volateis indesejaveis, e solubilizando as substancias amargas do lupulo
(BARNES, 2018; FONTOURA et al., 2019).

3.3.5 Resfriamento do mosto

Apos o término da fervura, € dado inicio ao resfriamento do mosto (Figura 5:5),
separando as particulas soélidas do ldpulo, que sedimentam e sdo separadas do
mosto, chamadas de trub. Recomenda-se que essas particulas sélidas, o trub, sejam
retiradas ainda quente, embora também possam ser retiradas a frio. Mas, quando se
retira a quente, se tem uma melhoria da estabilidade fisico-quimica e sensorial da
cerveja. Depois desse processo, resfria-se 0 mosto em trocador de calor de placas
até a temperatura desejada para o tipo de cerveja que sera produzida, e de acordo
com a levedura que sera utilizada, para uma lager resfria-se entre 4 °C e 12 °C, para
ale entre 14 °C e 25 °C, utilizando para o resfriamento agua fria circulando em contra-
corrente, ou liquido refrigerante a base de alcool. Nessa fase é realizada a aeragéo
do mosto, fundamental para a etapa seguinte, a fermentacdo (CIONT, EPURAN,
2022; BHONSALE, MORES, 2021).
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3.3.6 Fermentacgéao

Nesta etapa, sdo adicionadas as leveduras ao mosto (Figura 5:6), e tem inicio a
fermentacdo que € dividida em trés fases: a fase Lag que é o periodo em que as
leveduras se adaptam ao meio; a fase de crescimento celular ou fase exponencial,
onde o controle da temperatura tem enorme influéncia; e a fase estacionaria, onde
cessa o crescimento celular, e a fermentacdo diminui (KUCHARCZYK, TUSZYNSKI,
2020).

A fermentacdo € um processo bioquimico que contribui com inumeros
subprodutos do metabolismo celular, onde a levedura assimila agcucares fermentaveis,
aminoacidos, minerais e outros nutrientes, e a0 mesmo tempo secreta uma série de
compostos: etanol, COz, alcoois superiores e ésteres, e também compostos néo
desejados como acetaldeido, diacetil, compostos contendo enxofre, entre outros, que
alteram o sabor da cerveja, prejudicando sua qualidade. Esta fase pode ser realizada
em batelada, batelada alimentada ou processo continuo (LIU, KERR, 2022; SCLIFOS,
SCUTARU, 2022). Terminada a fermentacao, é realizada a retirada da massa de
leveduras, preparando a cerveja para as etapas seguintes: a retirada da massa de
levedura é fundamental para obter uma cerveja limpa e com sabor e aroma adequados
(TADINI et al., 2016).

A fermentacao e a maturacdo na industria ocorrem usualmente em tanques com
fundo coénico, circundados por serpentinas e encamisados para circulacéo de liquido
refrigerante, equipados com valvulas de controle da pressao de CO2, sensores de
temperatura, entre outros. Durante toda a fase de fermentagdo, o mosto deve ser
mantido resfriado na temperatura correta, e, para isso, sao utilizados fluidos
refrigerantes, sendo os alcoois os mais utilizados. Nesse grupo, estdo o etanol ou
alcool etilico e o propileno glicol, que apresentam baixa toxicidade (SHILLING et al.,
2008).

3.3.7 Maturagao

Apés a fermentacdo vem a etapa da maturacao (Figura 5: 7), onde é realizada
uma nova fermentacéo. Esse processo faz com que a cerveja figue em repouso, com
temperatura entre 0 °C e 10 °C, onde acontece a fermentacdo secundaria, permitindo

gue as leveduras lentamente metabolizem compostos indesejaveis que influenciam
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no sabor, e que serdo removidos, juntamente com materiais insollveis que
sedimentam e precipitam, tornando a cerveja mais clara, contribuindo para melhorar
0 sabor e sua estabilidade coloidal (CARVALHO, LEITE, 2023).

3.3.8 Clarificagéo

O principal objetivo da clarificacdo, como o nome ja diz, € clarificar a cerveja
(Figura 5: 8), retirando as células de leveduras, o complexo coloidal de proteina-
tanino, reduzindo a turbidez. Este processo deve ser realizado em temperatura mais
baixa possivel. Nesta etapa, € realizada a carbonatacao da cerveja, através da injecao
de COz2. A clarificacdo é realizada por filtros, que podem ser de terra diatomécea,
diatomita, perlita ou celulose. Novas tecnologias de filtragem estdo sendo utilizadas
pela industria para clarificacdo de forma mais eficiente, como, por exemplo, filtracéo
de fluxo cruzado, microfiltracdo dinamica e filtro de profundidade (KAHLE, ZARNKOW,
2020; ROGENER, 2020; EATON, 2023).

3.3.9 Pasteurizagao e Envase

A etapa da pasteurizacao da cerveja € um processo que pode ocorrer de duas
formas: pasteurizacdo em tanel, onde a cerveja € pasteurizada apos o
engarrafamento, sendo a mais utilizada, e em trocadores de calor do tipo placas
(Figura 5: 9), empregando tempos de residéncia curtos, utilizando altas temperaturas
por alguns segundos, conhecida como pasteurizacdo Flash ou HTST (do inglés High
Temperature Short Time). Para um melhor controle do processo, utilizam-se as
unidades de pasteurizacao (UP), onde 1 UP é definido como o aquecimento da cerveja
em 60°C durante um minuto. Antes do engarrafamento, a cerveja é submetida a até
15 UP, e na pasteurizacdo em tanel, apos o engarrafamento utiliza-se de 15 a 30 UP
(BHUVANESWARI, 2014).

O objetivo da pasteurizacdo € inativar as leveduras remanescentes da
fermentacao e potenciais microrganismos que podem deteriorar a cerveja. Com iSso
aumenta-se a sua vida util, e consequentemente aumentando seu tempo de prateleira.
ApOs a pasteurizagdo em trocadores de calor, é realizado o envase em garrafas ou
latas (MILANI, SILVA, 2022).
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3.4 Leveduras etipos de cerveja

As leveduras sé@o as responsaveis pela transformacdo do malte e lUpulo em
cerveja. As mais usadas na industria cervejeira sdo do género Saccharomyces, que
sao unicelulares, e sua reproducdo acontece por brotamento ou gemulacdo de forma
rapida. Elas se desenvolvem em uma faixa ampla de temperaturas, que se situa entre
6 °C a 35 °C, pH entre 4,5 a 5,5. Quando adicionadas ao mosto elas metabolizam a
mistura de malte e agua, rica em acucares, e as transformam em alcool e CO2
(BOULTON, QUAIN, 2001).

A classificacdo das leveduras é realizada com base em seu comportamento
durante a fermentacdo, leveduras de alta fermentacdo, que fermentam a uma
temperatura de 14 °C a 25 °C, atuam proximo da superficie do mosto, e leveduras de
baixa fermentacéo, que fermentam a uma temperatura mais baixa, de 6 °C a 15 °C, e
atuam predominantemente no fundo do reator. Como exemplo de levedura de alta
fermentacdo (Ale) tem-se a Saccharomyces cerevisiae (Figura 6: 1), e de baixa
fermentacdo (Lager) a Saccharomyces pastorianus (Figura 6: 2) (KARABIN et al,
2017; MOURA-NUNES et al., 2016).

A Saccharomyces cerevisiae, utilizada em cervejas tipo ale, tem como
caracteristica atuar na superficie do mosto (alta fermentacgéo), possui uma acao rapida
de reproducdo, mas ndo consome todo o aclcar presente no malte. Devido a isto, a
cerveja pode apresentar um sabor frutado, complexo e doce. A fermentacéo ocorre a
uma temperatura de 14 °C a 25 °C por um periodo curto de tempo, e possui como
caracteristica a formacdo de flocos. A Saccharomyces pastorianus, utilizada na
cerveja tipo lager, possui como caracteristica atuar no fundo do fermentador (baixa
fermentacao), possui uma reproducao mais lenta e menos densa, mas € mais eficaz,
resultando em uma cerveja mais limpa e de sabor seco. A fermentag&o ocorre em uma
temperatura mais baixa, 6 °C a 12 °C e por um periodo de tempo maior (LASANTA,
DURAN-GUERRERO et al., 2020; KODAMA, KIELLAND-BRANDT, 2015).
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Figura 6: Levedura de alta fermentagédo Saccharomyces cerevisiae (1) e
levedura de baixa fermentacdo Saccharomyces pastorianus (2).
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Eonte: Elabbrad'o

As leveduras além de transformarem os aclUcares do malte em alcool e CO:
podem produzir diversos &cidos organicos, como acidos acético, latico e succinico,
gerando também alcoois como etanol e glicerol, que atuam diretamente na qualidade
e no tipo de cerveja a ser produzida, definindo sabores e aromas carateristicos
(CANONICO et al., 2019; VIANA et al., 2021).

Ha diversas cepas de leveduras do género Saccharomyces, cada uma com as
caracteristicas do tipo de cerveja a ser produzida, principalmente cervejas artesanais,
guando o objetivo é produzir uma cerveja onde se evidencie um sabor lupulado ou
maltado, escolhe-se uma levedura neutra, com perfil baixo de sabor, para ndo se
sobressair ao sabor desejado. Se o0 objetivo € produzir uma cerveja com sabor frutado,
utiliza-se uma levedura que evidencie esse sabor. Outro exemplo séo as cervejas do
tipo Sour, fermentadas com cepas de leveduras que acidificam o mosto, produzindo

acido latico e acético, que irdo dar um sabor &cido, tipico deste tipo de cerveja. As
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leveduras determinam o tipo e o estilo da cerveja a ser produzida, como as descritas

na tabela 4 (SPITAELS et al., 2014; LI, LIU, 2015).

Tabela 4: Alguns estilos de cerveja produzidas com leveduras Ale e Lager

Ale

Lager

American Pale Ale
American Amber Ale
American Brown
Belgian dark Strong ale
Belgian dubbel
Belgian Pale Ale
Berliner
Blonde Ale
Brown porter
Cream Ale
Dry Stout
English Brown
Fruit Beer
English Mild
Imperial Ipa
Imperial Stout
Indian Pale Ale
Pale Ale
Saison
Special Bitter
Sweet Stout
Weizenbock

American Pilsen
American lite lager
American Premium

Baltic porter
Bohemiam pilsner
Dark American Lager
Doppelbock
Dortmunder Export
Eisbock
German Pilsner
Munich Dunkel
Munich Heller
Shwarzbier
Tradicional Bock

Fonte: Elaborado pelo autor.

O isolamento de leveduras Saccharomyces para uso exclusivo em uma industria

€ um processo caro de ser obtido, por esse motivo, muitas cervejarias compram cepas

ja existentes no mercado, enquanto algumas grandes cervejarias possuem

capacidade cientifica para criar e cultivar suas préprias cepas (QUAIN, 2006).

As Saccharomyces e suas cepas sao as mais utilizadas na indastria, sendo a

Saccharomyces cerevisiae uma das mais utilizadas. Atualmente grande parte das

leveduras séo hibridas, isso significa que existe mais de uma espécie ou cepa em
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conjunto, e podem ser criadas ou obtidas naturalmente, ou obtidas em laboratorio. A
hibridizacdo é realizada de varias formas, como, por exemplo, acasalamento esporo
com esporo, acasalamento em massa, acasalamento raro e fusdo de protoplastos.
Uma vantagem de combinar cepas e espécies diferentes € o aprimoramento das
caracteristicas desejadas para a producdo do tipo de cerveja que € desejado
(LENGELER, STVICEK, FENNESSY, 2020).

A cerveja tipo Pilsen é uma lager que responde por cerca de 90% da producgéo
de cerveja no mundo, e para sua fermentacdo utiliza-se a Saccharomyces
pastorianus, que € um hibrido entre Saccharomyces cerevisiae e Sacharomyces
eubayanus. Com esse cruzamento, Saccharomyces pastorianus herdou a utilizacéo
eficiente da maltotriose da Saccharomyces cerevisiae, e a tolerdncia ao frio da
Sacharomyces eubayanus (GIBSON, GEERTMAN, HITTINGER, 2017; BOND, NEAL,
DONNELLY, 2004).

O rendimento e a viabilidade das leveduras sao diretamente afetados pelos
nutrientes presentes no mosto, e pela formacao dos compostos desejados. Dessa
forma, o mosto deve conter carboidratos (glicose, frutose, sacarose, galactose,
rafinose, maltose e maltotriose). As leveduras ale ndo possuem a capacidade de
fermentar melibiose presente no mosto, enquanto as lager possuem essa capacidade.
Na tabela 5, sdo apresentadas as leveduras, cepas e caracteristicas de cada uma
(CAPECE et al., 2018).

As reacdes que ocorrem durante a fermentacéo, dentro das células de levedura,
sdo as responsaveis pelo aroma e sabor da cerveja, pois sdo onde os agucares do
mosto sao transformados em alcool e compostos volateis, sendo esses compostos 0s
principais responsaveis pelo sabor. Esses compostos volateis sdo as carbonilas
(aldeidos e cetonas), alcoois superiores, ésteres, acidos graxos e organicos, e assim
também como compostos de enxofre e dicetonas vicinais, alguns atuando de forma

positiva e outros de forma negativa gerando off-flavors (KROGERUS, 2017).
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Tabela 5: Leveduras, cepas e suas caracteristicas

Leveduras Cepas Carateristicas

N&o séo capazes de fermentar a
maltotriose; aumentam a taxa de
fermentacdo e de aromas; mais
tolerantes ao frio que as
Frohberg.

Saccharomyces pastorianus (grupo | ou S. eubayanus + S.
Saaz) cerevisiae (cepa ale)

Capazes de fermentar maltose e

S. eubayanus + S. . ] .
maltotriose; crescimento e

Saccharomyces pastorianus (grupo Il ou .
Y b (grup cerevisiae (cepa ale) + S.

Frohberg) L atividade fermentativa sdo mais
cerevisiae (cepa stout) L
rapidas.
Saccharomyces cerevisiae (cepa ale, S. kudriavzevii + S. Maior formacéo de ésteres de
padaria, vinho, saqué) cerevisiae acetato, mais aromatico.

Aumentam taxa de fermentacao;
produzem maiores
concentracdes de certos
compostos de aroma.

S. cerevisiae (cepa ale) +
S. cerevisiae (cepa
saqué)

S. cerevisiae (cepa ale) S.| Aumentam niveis de atenuacao
cerevisiae (variant e rendimento de etanol do que a
diastaticus) cepa original de fermentacéo;

S. cerevisiae (cepa de
laboratério) + S.
eubayanus

Melhoram utilizac&o de acglcar e
a taxa de fermentacao.

S. cervisiae (cepa ale,
padaria, vinho, saqué) + | Maior diversidade de aromas.
S. eubayanus

Tolerancia ao frio (alternativa
Saccharomyces kudriavzevii - para S. eubayanus); melhor taxa
de respira¢éo no frio.

Toleréncia ao frio (alternativa
Saccharomyces uvarum - para S. eubayanus), no frio tem
maior producgéo de etanol.

Saccharomyces cervisiae - Alta capacidade fermentativa.
Saccharomyces cerevisiae var. i Reduzem calorias, digerem
diastaticus dextrinas.

Saccharomyces eubayanus - Tolerancia ao frio.

Baixa atividade de fermentacéo
Saccharomycodes ludwigii - em maltose e maltotriose
(reduzem alcool).

Fonte: KROGERUS, 2005.
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3.5 Leveduras e crescimento celular

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, eucarioticos, pertencentes ao
reino fungi, e fazem parte do grupo dos ascomicetos, denominado como fungos,
possuindo formatos e tamanhos variados, com tamanho entre 1 a 5um de diametro e
5 a 30um comprimento (Figura 7). Se desenvolvem em uma faixa ampla de
temperatura, que se situa entre 6 a 35 °C, pH entre 4,5 a 5,5 (CARVALHO, BENTO,
2006).

Figura 7: Levedura Saccharomyces cerevisiae.

Fonte: KARIMY, DAMAYANTI, 2020.

As leveduras apresentam um nucleo definido (Figura 8), e sua estrutura é
composta por uma parede celular formada principalmente por B-glicana e manana,
juntamente com glicoproteinas e manoproteinas (PADUA, OLIVEIRA, 2000;
GLINSTON, YADAYV, 2021). Envoltos nessa parede celular encontra-se a membrana
plasmatica, composta principalmente de fosfolipidios e proteinas, que controla a
entrada e saida de substancias da célula, e proteinas que realizam o transporte de
acucares e aminoacidos, a fluidez média e a variacdo da fluidez da membrana
plasmatica. E um importante determinante da tolerancia ao estresse e uma alta
variacdo indica a diminuicdo do tempo de vida da levedura (TURK, PLEMENITAS,
2011).

O citoplasma preenche o0 espaco entre a membrana plasmética e o nucleo,
composto por: mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, ribossomos e vacuolos, que

contém uma série de proteinas fibrosas denominadas citoesqueleto, e trés tipos de
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fiboras formados por proteinas que compdem o0 citoesqueleto: microtubos,
microfilamentos e filamentos intermediarios. O citoesqueleto fornece resisténcia e
rigidez a célula, mantendo sua forma, sendo de fundamental importancia para a
organizacao das organelas da célula (LODISH, 2014). O nucleo, onde encontra-se o0
DNA da levedura, circundado por uma membrana nuclear, que tem papel fundamental
no controle e nas atividades da levedura (VOET, 2002). Sdo as mitocondrias as
responsaveis pela producéo de energia nas leveduras, em forma de ATP (Adenosina
Tri-Fosfato) por meio da respiracao celular, que é a reserva de energia da célula. A
producédo de ATP ocorre nos cristais mitocondriais, que sdo circundados por uma
membrana externa e uma interna altamente invaginada (DUNN, GRIDER, 2023).

O reticulo endoplasmatico € uma rede de membranas que se estende pelo
citoplasma, existindo dois tipos: o liso sem ribossomos e o0 rugoso com ribossomos,
ajudando na sintese e no transporte de proteinas e lipidios. Juntamente com o reticulo
endoplasmatico, os ribossomos sao os responsaveis pela sintese das proteinas pela
levedura. Sao encontrados no citoplasma ou aderidos no reticulo endoplasmatico,
divididos em unidade grande e pequena, e fazem a sintese das proteinas através do
RNA mensageiro (DE ROBERTS, HIB, 2014). Os vacuolos, compartimentos de
armazenamento de nutrientes no citoplasma, como agucares e aminoacidos, tém
como funcao a regulacdo osmotica e o0 metabolismo de compostos toxicos produzidos
pela levedura (ALBERTS, BRAY, 2017).

Figura 8: Estrutura das leveduras.
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Fonte: WALKER, STEWART, 2016, adaptado pelo autor.



37

As leveduras possuem, como caracteristica, a reproducédo por brotamento ou
gemulacéo, de forma assexuada. O brotamento de uma levedura acontece por mitose,
e acontece quando o nucleo-filho permanece na célula-mée, e outro nucleo-filho é
deslocado para o broto, e este se soltando quando atinge o tamanho proximo da
célula-mae, surgindo uma nova célula. Apos a liberacéo de cada célula broto, fica uma
cicatriz na célula-mée, de modo que o numero de brotamentos da célula-mée pode
ser contado (SALARI, 2017).

A mitose acontece através de células haploides, que possuem uma copia de
cada cromossomo, e células diploides, contendo duas cépias de cada cromossomo.
Em condi¢des de falta de nutrientes ou inanicdo da levedura, acontece em células
diploides outro tipo de divisdo celular, a meiose, com a formacao de ascosporos, onde
a ruptura de um ascésporo libera quatro esporos haploides, que germinam em células
a e o, multiplicando assexualmente (Figura 9) (FELDMANN, 2012; LEGRAS,
MERDINOGLU, 2007).

Figura 9: Reprodugéo da levedura Saccharomyces Cerevisiae.
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Fonte: LODISH, 2014.

Para que acontegca o crescimento celular, & necessario um suprimento de
nutrientes, pH e temperatura adequados, para que as leveduras sintetizem os
compostos macromoleculares das células e compostos de baixo peso molecular
presentes no mosto. Sendo as leveduras heterotréficas, seu metabolismo quebra

compostos organicos, obtendo a energia necessaria para transformar compostos de
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carbono e nitrogénio em novos compostos que serdo excretados pelas leveduras.
(DARAMOLA, ZAMPRAKA, 2008).

Em processos aerébios (reatores abertos), as leveduras podem oxidar, de forma
total, alguns substratos em CO2 e H20, obtendo a energia necessaria para a
conversdo do substrato, aumentando a massa celular através da reproducdo das
leveduras. Em processos anaerobios (reatores fechados), as leveduras produzem
energia em nivel citoplasméatico para que realizem seu crescimento, e transformando
acgucar em alcool e COz2, através das enzimas, conhecidas como via glicolitica, e essas
enzimas podem ser influenciadas por diversos fatores, como temperatura e pH, que
podem afetar o rendimento da fermentacdo (CECCATO-ANTONINI, 2008).

A reproducdo e o crescimento das leveduras possuem trés fases durante a
fermentacao, Figura 10, comecando pela fase lag, onde as leveduras passam por um
processo de adaptacdo ao meio (mosto), ndo ocorrendo crescimento celular. Apos
sua adaptacéo, vem a fase exponencial, onde comeca a reproducéo das leveduras
através da divisdo das células, com rapido consumo de substrato e consequente
aumento da massa celular. Apés o crescimento exponencial das leveduras, elas
entram na fase estacionaria, com o numero de células viaveis e nédo viaveis se
mantendo constante. Na Ultima fase, as leveduras nao vidveis ultrapassam a
guantidade de viaveis, devido as condicdes do mosto ficarem impréprias para as
leveduras sobreviverem, pois o substrato foi consumido durante as fases exponencial
e estacionaria (WHITE, ZAINASHEFF, 2010).

Figura 10: Fases do crescimento celular.
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Fonte: HELD, 2022, adaptado pelo autor.
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As leveduras obtém a energia necessaria (ATP) para sua reproducdo e
crescimento através da hidrolise dos acucares presentes no mosto, onde uma parte
dos acUcares € usada para o crescimento celular e outra parte para geracdo de
subprodutos como alcoois superiores, glicerol e acidos organicos, durante o processo
de fermentacédo (PIRES, 2014). Catabolismo e anabolismo s&o dois processos
importantes no metabolismo das leveduras. Em uma reacéo catabolica, moléculas
complexas sdo quebradas ou degradadas em moléculas simples, gerando energia
(reacao exotérmica). Nas leveduras, o catabolismo quebra os acucares presentes no
mosto, com a oxidacdo dos acgUcares gerando CO:2 e H:20, produzindo energia

conforme a reacéao abaixo:

CsH1206 — 6CO2+ 2H20 + 38 ATP + Calor

O anabolismo acontece de forma inversa ao catabolismo, nessas reacodes
acontece a formacdo de moléculas complexas a partir das moléculas simples
produzidas pelas proprias leveduras (CAMPBELL, 2017).

Durante a fermentacdo do mosto, os acUcares sao parcialmente quebrados, para
a formacao de alcool e COg2, produzindo 2 moleculas de ATP, para o crescimento
celular. Esse processo tem baixo rendimento, mas a reagdo abaixo é fundamental
para producao de cerveja e bebidas alcodlicas (RETTORY, VOLPE, 2000; JUNIOR,
VIEIRA, 2009).

CeH1206 — 2C2H50H + 2C0O2 + 2 ATP + Calor

Os principais acucares fermentaveis encontrados no mosto sdo: a maltose (40 a
65%), maltotriose (15 a 20%) e glicose (10 a 15%), juntos compdem até 80% dos
carboidratos que estdo presentes no mosto. Os outros 20% sdo compostos pela
frutose (2 a 5%), sacarose (3 a 6%) e acucares nao fermentaveis (20 a 30%), que as
leveduras metabolizam de forma lenta ou ndo metabolizam (WILLAERT, 2001;
GIBSON et al., 2007).

Durante a fermentacdo, as leveduras metabolizam esses carboidratos em
sequéncia, comecando com a sacarose, e a0 mesmo tempo metabolizando a glicose,
consumindo por volta de 50%, quando comec¢a metabolizar a maltose, e finalmente

metabolizando a maltotriose, sendo a maltotriose metabolizada de forma lenta, o que
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pode ocasionar menor rendimento, resultado em cervejas com baixo teor alcodlico, e

niveis de acucar elevados (LEI, XU, 2016).

3.6 Viabilidade celular e métodos de contagem

A eficiéncia do processo de fermentacdo depende de um controle rigoroso das
leveduras envolvidas no processo. O mestre cervejeiro deve estar atento aos fatores
internos e externos que influenciam a viabilidade das leveduras, evitando que ocorra
contaminacdes que irdo reduzir sua viabilidade, reduzindo a producgéo e a qualidade
do produto final (RODHOUSE, CARBONERO, 2017).

Diversos fatores interferem na viabilidade celular, como por exemplo as
contaminacdes que podem ser microbianas, que podem ser de uma enorme variedade
de fontes, e classificadas em: primarios, originados das matérias-primas e
equipamentos de producdo, e os secundarios, quando a cerveja € contaminada
durante a fase de engarrafamento. Os contaminantes de origem primaria sdo os mais
perigosos para a viabilidade das leveduras, pois podem resultar em uma perda total
da producdo. Um exemplo sao as leveduras selvagens que podem ser de varios tipos,
como brettanomyces e debaryomyces, que causam formacao de pelicula na superficie
da cerveja, causando turbidez, odor, e sabores estranhos, e possivel reducdo no
rendimento da fermentacao (OJO, 2010; SCHNEIDERBANGER, 2018).

As contaminacdes bacterianas, que também podem ocorrer, provocam
inUmeras perdas na producdo, como, por exemplo, as contaminagdes por bactérias,
classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas. Entre as Gram-positivas, as
bactérias éacido-laticas, dos géneros lactobacillus e pediococcus, sdo as mais
perigosas, pois causam aromas indesejados, provocados pelo diacetil (2,3-
butanodiona) (VAUGHAN, SULIVAN, 2005).

Entre as Gram-negativas, as contaminacdes bacterianas podem ser provocadas
por bactérias do género pectinatus e megasphaera, sendo as mais comuns pectinatus
cerevisiiphilus e pectinatus frisingensis. Ocasionam sabores de aromas indesejados,
provocados pelos acidos acético, propibnico, succinico e latico, gerando turbidez e
odor caracteristico de ovo podre, devido a formacéo de sulfeto de hidrogénio e metil
mercaptano (HELANDER et al., 2004; TURVEY et al., 2017).

Os acidos latico e aceético também influenciam na viabilidade das leveduras,

atuando como inibidores do crescimento celular, reduzindo o processo fermentativo,
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e interferindo na viabilidade das leveduras e na qualidade do produto final
(SAKAMOTO et al.,, 2001; MUNFORD et al.,, 2017; RODRIGUES-SAAVEDRA,
GONZALES DE LLANO, 2020).

NOBRE, HORII, ALCARDE (2007), em estudo sobre a viabilidade celular de
Saccharomyces cerevisiae, concluiram que a presenca de bactérias, como a L.
Fermentum e B. subtllis, provocaram uma reducédo de viabilidade da levedura,
engquanto que as bactérias L. plantarum, B. coagulans e B. stearothermophilus n&o
provocaram reducao de viabilidade, concluindo que a acidez do meio, em conjunto
com a presenca das bactérias utilizadas no estudo, foram as principais responsaveis
pela reducao da viabilidade celular da Saccharomyces cerevisiae.

Outro fator que também pode influenciar a viabilidade das leveduras, néo
somente na producdo de cerveja, mas também em outros processos fermentativos,
como agucar e alcool, é o reuso de leveduras, uma pratica comum na industria, como
forma de reducédo de custos, onde a viabilidade pode ser reduzida a cada batelada,
devido a possiveis mutacdes (PAULA, FARIA, 2017).

Leveduras vivas nao significam que estejam fermentando adequadamente, ja
gue determinadas cepas podem ser comprometidas por mutacdes que vao se
acumulando ao longo do tempo, entre outros fatores. Como consequéncia, as
leveduras podem apresentar baixa taxa de crescimento, fase lag muito longa, baixas
taxas de atenuacéo, e geracdo de possiveis off flavors e turbidez (JENKINS et al.,
2003).

Dessa forma, quanto maior a quantidade de células viaveis, maior sera a
conversdo dos aclcares presentes no mosto em alcool, e por isso, a analise de
viabilidade € fundamental no processo de producdo de cerveja.

Existem diversos métodos de avaliacdo de viabilidade de leveduras. Os mais
utilizados sdo o método por acidificagdo do meio, onde € avaliado o poder de
acidificacdo por meio das leveduras. Essa acidificacdo pode ser resultado da
producéo de CO: e da extrusdo da proteina H+ pela proteina PMA1, H*- ATPase da
membrana da Saccharomyces cereviseae. O teste avalia a capacidade das células
em manter diferentes concentragdes de ions H* intracelular e extracelular, quando em
agua destilada, medindo também mudancas induzidas pela presenca de glicose. E
um método simples e eficiente para avaliar a viabilidade de leveduras (GABRIEL,
DIENSTBIER, et al, 2008).
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No método de contagem por analise microbiolégica em placas de petri, as
amostras sao inoculadas em um meio de cultura, como por exemplo PDA (Potato Agar
Dextrose), sendo realizado o plaqueamento em temperatura apropriada, por até 5
dias, quando as colbnias ficam visiveis, e podem entédo ser contadas, sendo que cada
colénia é uma célula viavel (SILVA, JUNQUEIRA, 2017).

O método de contagem de azul de metileno é amplamente usado, e consiste em
contar as células de leveduras viaveis pela sua coloracdo intracelular através do
microscopio. Este método é realizado utilizando uma camara de Neubauer, uma
lamina de vidro com profundidade especifica para depositar a amostra e no centro
existem duas camaras, como linhas divididas formando quadrantes, ou malhas de
leitura, e cada quadrado possui Imm?. A camara é utilizada com uma laminula de
vidro, e 0 espaco entre a laminula e camara possui um volume em cada quadrado de
0,1mm?3 ou 0,0001mL, Figura 11 (ATANASOVA, 2019; STODART, 2011).

Figura 11: Camara de Neubauer.

0,05 mm

0,25 mm

FONTE: Elaborado e adaptado pelo autor, 2023.

Para a contagem, utiliza-se uma solugédo de azul de metileno e, na amostra
diluida com as leveduras, todas as células vidveis permanecem sem cor, incolores, e

as ceélulas ndo viaveis apresentam a cor azul (Figura 12).
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Outro método utilizado € a avaliagédo de turbidez, ou concentracdo de biomassa
celular, utilizando um espectrofotbmetro, com um feixe de luz em determinados
comprimentos de onda, como por exemplo 600 ou 660 nm. Ao atingir a amostra com
determinada suspenséo celular, a luz sofre desvios, e a luz ndo desviada é medida
pelo sensor do espectrofotobmetro, calculando a absorbéncia e entdo a densidade
Otica, que é a quantidade de luz absorvida proporcionalmente com a quantidade de
células presentes na amostra. As caracteristicas das leveduras que variam de uma
espécie para outra ou entre cepas, como por exemplo tamanho das células, podem
influenciar nos resultados (KOCH, 2007).

A contagem de leveduras pode ser realizada de forma manual, contando uma a
uma, ou de forma automatizada, com ajuda de computadores por meio de visao
computacional de aprendizagem supervisionada, através de diversos algoritmos,
onde, através das imagens em plaqueamento ou microscopio, o software identifica
atributos de cor, forma e textura, classificando em viaveis e nao viaveis de forma
rapida (BAHRI, ZOUAKI, 2013; SOUZA, WEBER, 2020).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Preparo dos reatores e producgéo da cerveja

1° Passo: Os materiais utilizados na presente pesquisa foram adquiridos no comércio
local de Sdo José do Rio Preto — SP: extrato de malte DME, lapulo, leveduras e
reatores de vidro. Bomba de alta temperatura, e reatores de fundo cénico foram
adquidos on-line. O inicio da pesquisa comeg¢ou com o preparo dos reatores de vidro
e de fundo cénico, com a furagéo para a colocagédo dos pontos de coleta de amostras,
e montagem do suporte para 0S mesmos.

2° Passo: Foram realizados dois tipos de ensaios, pequena escala e escala piloto: em
pequena escala foram preparados 3 reatores de vidro, utilizando garrafas com
capacidade de 1,5L cada (Figura 13: 1), e em escala piloto foram utilizados reatores
de fundo cénico com 10L de capacidade, marca Damek®, fabricados com polipropileno
de alta densidade com 3 mm de espessura, e fundo cénico com 60° de inclinagéo,
(Figura 13: 2). Os ensaios foram realizados com duas leveduras, Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces pastorianus.

Figura 13: Reatores em pequena e escala piloto utilizados para os ensaios em 12 °C
e 18 °C.

a0
——

-Fote: Elaborado pelo autor, 2023.

Em pequena escala, foram preparados seis reatores de vidro, trés para cada uma das
leveduras que foram utilizadas, e, em escala piloto, dois reatores de 10L, um para
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cada uma das leveduras. Os mostos foram preparados e inoculados em batelada e
em periodos diferentes, e a fermentacdo ocorreu em temperatura controlada em
geladeiras BOD.

3° Passo: Apods o preparo dos reatores, foram produzidos os mostos para cada tipo
de cerveja, Ale e Lager, utilizando extrato de malte seco (DME), sendo adicionado o
extrato de malte na proporcdo de 150 g/L, tendo como resultado 15°Brix. Foi iniciada
a fervura do mosto por 30 minutos, apos foi adicionado o lUpulo Saaz 7,5% (Republica
Tcheca), na proporcao de 1 g/L, e continuou a fervura por mais 30 minutos, finalizando
com 1 hora de fervura. Esperou-se vinte minutos para a decantacao do trub, e entéo
0 mosto foi resfriado em um trocador de calor de placas tipo chiller, bombeando com
controle de vazao (Figura 14), utilizando agua em temperatura ambiente para o
resfriamento, baixando a temperatura de 80°C para 25°C, para entdo fazer a
transferéncia do mosto para outro recipiente.

Foram utilizados dois tipos de leveduras, Ale e Lager: para a cerveja ale, utilizou-
se a levedura SafAle S-04 Saccharomyces cerevisiae, marca Fermentis®, na
propor¢cao de 0,8g/L; para cerveja lager, utilizou-se a levedura Saflager W-34/70
Saccharomyces pastorianus, marca Fermentis®, na proporcdo de 1,2g/L, nédo foi

adicionada fonte de nutrientes para as leveduras.

Figura 14: Resfriamento do mosto.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023
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Os reatores foram resfriados nas temperaturas de 12 °C e 18 °C por um periodo
de 9 dias para pequena escala, e 15 dias para escala piloto. A coleta das amostras foi
realizada a cada 24 horas (sempre no periodo da manha), e avaliada a viabilidade das
leveduras durante a fermentacdo em trés diferentes alturas nos reatores, sendo a
Altura 1 (A1) na superficie, Altura 2 (A2) no meio do reator e Altura 3 (A3) proxima ao
fundo do reator (Figura 15). As amostras foram coletadas nas diferentes alturas dos

reatores, utilizando uma seringa de 3ml e agulha (Figura 16).

Figura 15: Alturas de coleta de amostras nos reatores: Al, A2 e A3.

%

era %

Fonte: Elaborado pelo autc;r, 2023.
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4.2 Viabilidade de leveduras pelo método de azul de metileno

Para a analise de viabilidade celular, foi utilizado o método do azul de metileno,
onde células viaveis ficam sem coloracao e células ndo viaveis com coloragéo azul, e

dessa forma é realizada a contagem (Figura 17).

Figura 17: Células viaveis sem coloracéo e células néo viaveis com coloracao azul.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Para o inicio da contagem, foi necessario realizar a diluicdo das amostras de
cerveja (em triplicata), uma vez que, sem diluicdo, em alguns casos, ndo é possivel
realizar a contagem, devido a elevada quantidade de células. Entdo diluiu-se a
amostra na proporc¢éo de 1/10, sendo adicionados em um tubo de ensaio 9ml de agua
deionizada e 1ml da amostra.

Apo6s a diluicdo, transferiu-se se 1ml da amostra diluida em um tubo de ensaio e
em seguida foi adicionado 1ml da solu¢do de azul de metileno a 0,01%. Com uma
pipeta Pasteur, foi adicionada uma pequena quantidade de amostra em um dos canais
da camara de Neubauer, até que os canais da camara estivessem preenchidos
juntamente com espaco entre a laminula e a cadmara na sua parte espelhada.

Entéo foram colocadas em um microscopio (Marca MLW-Junior Lab), primeiro
utilizando a objetiva de 10x para localizar os quadrantes, e apds usando a objetiva de
40x para realizar a contagem, sendo definido que a contagem seria realizada nos
guadrados médios no centro da camara, realizando a contagem em 4 quadrados
situados nos cantos, circulados em vermelho, de acordo com a Figura 18. Todas as
amostras foram coletadas em triplicata (CECCATO-ANTONINI, 2012; WANG, LIU,
2020).
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Figura 18: Método de contagem de leveduras utilizado.

T

Fonte: Adaptado pelo autor, 2022.

ApoOs a contagem, foram realizados os célculos de quantidade de células
presentes em cada um dos pontos dos reatores e a porcentagem de células viaveis,
com os calculos abaixo:

e Quantidade de células: (nimero de células contadas / 4 x 25) x 4 x 10°
Onde: 4 é o numero de sub-quadrantes onde foi realizada a contagem,
25 é o niumero de sub-quadrantes presentes no quadrante central e 4 x 10° é a
extrapolacdo entre a quantidade de células em um quadradinho para a quantidade de
células por ml.
e Porcentagem de células viaveis: (quantidade de células viaveis /

quantidade de células totais) x 100

4.3 Analises fisico-quimicas
4.3.1 Solidos soluveis totais

A andlise de sélidos sollveis totais (°Brix) foi realizada através de refratometria:
foram coletadas as amostras em triplicata, em cada uma das alturas de coleta dos
reatores, colocando trés gotas da amostra de cerveja sobre a superficie do prisma do
refratdmetro portatil (Marca: Gran Index®), e foi observada a leitura através do visor
(Qlv, 2021).
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4.3.2 pH

Para a analise de pH foram coletadas amostras em triplicata, em cada uma
das alturas de coleta dos reatores. As amostras de cerveja foram colocadas em trés
béqueres de 100ml e entdo foi utilizado um pHmetro portatil (Marca: Hanna®), com a

amostra cobrindo o bulbo do eletrodo do pHmetro e foi observada a leitura (IAL, 2008).

4.3.3 Concentracao de biomassa celular (Densidade 6tica)

Para realizar a analise de concentracdo da biomassa celular, foi utilizada como
amostra de referéncia uma cubeta com agua deionizada (Branco), entdo foram
coletadas as amostras de cerveja em cada uma das trés alturas de coleta nos reatores
em peguena escala, e em escala piloto, em triplicata. As amostras foram diluidas na
proporcdo de 1/2, adicionadas em cubetas de acrilico, e colocadas no
espectrofotometro (Marca: Bioespectro, modelo: SP-22), sendo escolhido o
comprimento de onda de 600nm. Foi observada a leitura e os dados obtidos foram

correlacionados com as leituras em camara de Neubauer.

Figura 19: Andlise de concentrac@o de biomassa celular.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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4.3.4 Densidade e Teor alcodlico

A anélise de densidade foi realizada por dois métodos: o primeiro utilizando uma
proveta de 100ml, onde foram adicionados 100ml da amostra de cerveja, coletada na
altura 3 dos reatores. Para a leitura da densidade, foi utilizado um mini-densimetro e
foi observada a leitura (Figura 20). Através desta leitura, realizou-se o célculo para a
obtencé&o do teor alcodlico, utilizando o método ABV (Alcohol By Volume) através da
seguinte equacao: (AOAC, 2005, IAL, 2008)

(Di - Df) x 131,25 = Teor alcodlico
Onde:
Di: Densidade inicial
Df: Densidade Final

Figura 20: Leitura da densidade utilizando um mini densimetro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

A andlise estatistica das analises fisico-quimicas foi realizada através dos
softwares Microsoft Excel® e Minitab®, com os resultados sendo mostrados em média
+ desvio padrdo e avaliada através de andlise de variancia fator anico (One Way
Anova) e teste de comparacao multipla de Tukey com significancia de 0,05% (P<0,05),

e nos graficos as linhas vermelhas nas colunas indicam o desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados a seguir foram obtidos utilizando as leveduras SafAle S-04
Saccharomyces cerevisiae, para cerveja Ale, de fermentacdo alta, e a levedura
Saflager W-34/70 Saccharomyces pastorianus, para cerveja Lager, de fermentacéo
baixa. Os mostos foram fermentados em duas temperaturas, em reatores de vidro
para pequena escala (P.E) (1,5L de capacidade) e reatores em polipropileno de alta
densidade para escala piloto (E.P) (10L de capacidade). As amostras para as analises
de viabilidade foram coletadas em cada uma das alturas nos reatores, a cada 24h,
conforme descrito no topico 4.1, onde cada altura pode ser interpretada como um
reator dentro do reator. A partir deste topico, os reatores em Pequena Escala e Escala

Piloto serdo mencionados no texto como P.E e E.P respectivamente.

5.1 Analise de viabilidade celular da Saccharomyces cerevisiae em Pequena
Escala (P.E)

5.1.1 Altura 1 (Superficie do mosto)

A Saccharomyces cerevisiae tem como caracteristica ser uma levedura de
fermentacao alta, como ja dito anteriormente, com temperaturas de fermentagéo entre
14 °C e 25 °C, sendo assim a temperatura de 12 °C causa possivel estresse estando
abaixo da temperatura ideal, e 18 °C estando dentro de sua faixa de temperatura ideal.

Nas figuras 21 e 22, estdo os dados de viabilidade celular obtidos na altura 1
(préximo da superficie do mosto) no reator, (reator de vidro de 1,5L) em 12 °C e 18
°C, no periodo do tempo 0 ao 9. Pode-se ver nas figuras 21 e 22, que viabilidade
celular e a quantidade total de células (viaveis e néo viaveis) durante a fermentacdo
ocorre de forma semelhante ao longo do tempo nas duas temperaturas. Em ambas
temperaturas, a fase exponencial (Figura 21) aconteceu do tempo 0 ao 2, ficando em
107, e se estabilizando a partir do tempo 5 para o 6 até tempo 8, quando a quantidade
de leveduras voltou a subir em 18 °C.

A temperatura de 12 °C inibiu 0 aumento na quantidade leveduras na superficie
do mosto, mas do tempo 0 a 9, tanto a quantidade de leveduras viaveis quanto a
quantidade total de células ficaram praticamente estabilizadas. E importante notar que

em 12 °C, a mesma quantidade de leveduras viaveis presentes no tempo 0 (1,02x107)
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se manteve no final da fermentacdo tempo 9, finalizando com 1,00x107, e 0 mesmo
se aplica para quantidade total de leveduras, quando se observa o tempo 0 e 0 tempo
9. A porcentagem de células viaveis ao longo dos tempos foi semelhante nas duas
temperaturas, maior em 18 °C, iniciando em 81%, e diminuindo a partir do tempo 1,
finalizando em 56% no tempo 9. Em 12 °C, a porcentagem de leveduras viaveis
iniciou-se com 77% diminuindo também a partir do tempo 1 e finalizando a partir do

tempo 9 em 68%, tabela 6.

Figura 21: Quantidade de células viaveis por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em P.E.

Quantidade de células viaveis na altura 1 (Pequena Escala)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Figura 22: Quantidade total de células por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 6: Porcentagem de viabilidade celular na altura 1 em P.E.

Altura 1
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 77% 81%
1 63% 69%
2 64% 68%
3 56% 74%
4 67% 62%
5 54% 65%
6 59% 76%
7 70% 68%
8 64% 74%
9 68% 56%

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.2 Altura 2 do reator (Meio do Reator)

Na altura 2, vemos que a fermentacao teve uma menor quantidade de células
viaveis (Figura 23), tendo uma fase de subida ou fase exponencial em 18 °C no tempo
0 e 1, se mantendo em 107, caindo e ficando estavel até o tempo 5, 0 mesmo
acontecendo com a quantidade total de células nesta altura do reator, ou seja, no meio
do reator (Figura 24), do tempo 6 ao 7 houve um salto tanto na quantidade de
leveduras viaveis quanto na quantidade de leveduras totais em 18 °C, tendo uma
segunda fermentagao.

Em 12 °C, a fase lag da levedura foi maior, e a fase de crescimento celular foi no
tempo 2 e logo apds decaindo e voltando a subir a partir do tempo 6 até o 9, onde
pode ser observado uma segunda fermentacédo, mais lenta que em 18 °C, tanto para
guantidade de leveduras viaveis quanto para células totais (Figuras 23 e 24). Até esta
altura no reator, a fermentacéo ocorreu de forma semelhante néo se limitando apenas
a altura 1. Na tabela 7, temos as porcentagens de leveduras viaveis na altura 2 do
reator em P.E, iniciou com as mesmas porcentagens da altura 1, e foi reduzindo a

partir do tempo 1, e finalizando com 63% para 12 °C e 59% para 18 °C.
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Figura 23: Quantidade de células vidveis por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Figura 24: Quantidade total de células por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Tabela 7: Porcentagem de viabilidade celular na altura 2 em P.E.

Altura 2
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 77% 81%
1 59% 65%
2 70% 7%
3 64% 75%
4 69% 47%
5 59% 68%
6 52% 76%
7 59% 76%
8 48% 61%
9 63% 59%

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.3 Altura 3 do reator (Proximo ao fundo do Reator)

Descendo para a altura 3, que é proximo ao fundo do reator, vemos que a
fermentacdo ndo ocorreu de forma uniforme, tanto em relacdo a quantidade de
leveduras viaveis, quanto em relacdo a quantidade total de leveduras (vidveis e ndo
viaveis), Figuras 25 e 26. Em 18 °C, a viabilidade celular e a quantidade total de
leveduras ficaram oscilando entre os tempos 0 e 4, entre 10 e 107, diminuindo no
tempo 5 e subindo levemente até o tempo 9, 0 mesmo acontecendo com a quantidade
total de leveduras, se estabilizando e indicando o final da fermentagdo. Em 12 °C, a
viabilidade celular se manteve estavel nos tempos 0 e 1, estando em 107 e diminuindo
para 10° no tempo 2, nos tempos 3 e 4 a viabilidade aumentou novamente para 107 e
a partir do tempo 4 foi diminuindo para 10° novamente, indicando o fim da
fermentacdo. No tempo 9, houve um aumento tanto da quantidade de leveduras
vidveis quanto da quantidade total de leveduras.

Na altura 3, a porcentagem de leveduras viaveis, da mesma forma que nas
alturas 1 e 2, estiveram maiores na fermentacéo de 18 °C, iniciando em 81% e 77%
para 12 °C, ao final dos 9 tempos ou dias analisados a viabilidade se reduziu para

62% e 66% para 12 °C e 18 °C respectivamente, Tabela 8.
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Figura 25: Quantidade de células vidveis por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Figura 26: Quantidade total de células por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Tabela 8: Porcentagem de viabilidade celular na altura 3 em P.E.

Altura 3
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 7% 81%
1 59% 52%
2 66% 68%
3 68% 62%
4 63% 83%
5 57% 75%
6 55% 69%
7 57% 68%
8 64% 65%
9 62% 66%

Fonte: Elaborado pelo autor.

A densidade oGtica mostra que durante a fermentacdo houve uma precipitacao
das leveduras ao longo dos 10 tempos analisados (Figura 27), a maior quantidade de
leveduras viaveis e ndo viaveis ficaram em 18 °C, onde pode-se ver a fase exponencial
da fermentac&o nos tempos 0 a 3, a partir do tempo 3 se estabilizando até o tempo 9,
0 mesmo comportamento ocorreu com a fermentacdo em 12 °C. Na figura 28, vemos
0 comportamento da Saccharomyces cerevisiae em 18°C do tempo 0 ao 7, onde pode
ser observado uma precipitacao das leveduras a partir do tempo 2 parao 3,em 12 °C

acontece o mesmo comportamento de forma mais lenta.

Figura 27: Densidade otica durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em P.E.
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5.1.4 Andlises Fisico-quimicas

O °Brix inicial para 12 °C e 18 °C foi de 16,4 e 16,2, respectivamente. Em 12 °C,
0 °Brix se estabilizou em 14,1 a partir do tempo 6, finalizando em 14,0 no tempo 9. Em
18 °C, o °Brix se estabilizou em 14,0 do tempo 6 para o 7, finalizando em 14,0 no
tempo 9. Houve diferenca estatistica nos tempos e nas duas temperaturas, Tabela 9.
Todas as fermentacdes foram realizadas em periodos diferentes e com

diferentes marcas de extrato de malte, o que pode explicar a baixa fermentacao.

Tabela 9: °Brix durante a fermentacédo em 12°C e 18°C em P.E.

°Brix
Tempo (Dias) 12 Graus | 18 Graus
0 16.4 +0.1152 16.2 +0.0582
1 16.0 +0.058% 16.0 +0.0582
2 154 +0.0582 15.2 +0.0582
3 15.3 +0.0582 14.8 +0.3462
4 15.1 +0.0582 14.6 +0.3462
5 15.0 +0.0582 14.2 +0.0582
6 14.0 +0.0582 14.1 +0.0582
7 14.0 +0.0582 14.0 +0.0582
8 14.1 +0.0582 14.0 +0.0582
9 14.0 +0.0582 14.0 +0.0582

+ Média seguida do desvio padréo. Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparag¢é@o multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

O pH para 12 °C iniciou em 5,63 e finalizou em 3,89 no tempo 9. J4 em 18 °C
teve inicio em 5,67 finalizou também em 3,89 no tempo 9. Nas duas temperaturas,

nao houve diferenca estatistica, Tabela 10.

Tabela 10: pH durante a fermentagédo em 12 °C e 18 °C em P.E.

pH
Tempo (Dias) 12 Graus \ 18 Graus
0 5.63 +0.0152 5.67 +0.0062
1 4.41 +0.0122 4.32 +0.0062
2 4.25 +0.0122 4.19 +0.0102
3 4.21 +0.0062 411 +0.0062
4 4.15 +0.0062 4.05 +0.0102
5 4.12 +0.0062 4.03 +0.0122
6 4.04 +0.0062 4.00 +0.0062
7 3.97 +0.0062 3.90 +0.0062
8 3.98 +0.0062 3.92 +0.0062
9 3.89 +0.0102 3.89 +0.0122

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras minlUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparag¢do multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.
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O teor alcodlico ficou baixo (Tabela 11), tanto em 12 °C, como em 18 °C,
finalizou no tempo 9 com 1,24% para 12 °C e 1,23% para 18 °C. De acordo com
legislacdo brasileira, a cerveja produzida com teor alcodlico acima de 0,5% e igual ou
inferior a 2,0% é classificada como cerveja de teor alcodlico reduzido ou cerveja com
baixo teor alcodlico. Assim, seguindo a legislacdo brasileira a cerveja produzida foi
uma ale com teor alcodlico reduzido (BRASIL, 2019). Nao houve diferenca estatistica

entre as duas temperaturas.

Tabela 11: Teor alcodlico durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em P.E.

Teor alcodlico

Tempo (Dias) 12 Graus \ 18 Graus
0 0.00% +0.0002 0.00% +0.0002
1 0.19% +0.0012 0.09% +0.0002
2 0.57% +0.0012 0.60% +0.0002
3 0.62% +0.0012 0.80% +0.0022
4 0.70% +0.0012 0.91% +0.0022
5 0.75% +0.0012 1.12% +0.0012
6 1.30% +0.0012 1.22% +0.0002
7 1.31% +0.0012 1.23% +0.0002
8 1.24% +0.0012 1.21% +0.0002
9 1.24% +0.0012 1.23% +0.0002

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparagdo multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28: Comportamento da levedura Saccharomyces cerevisiae em 18 °C durante
a fermentacdo em pequena escala (P.E).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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5.2 Anédlise de viabilidade celular da Saccharomyces cerevisiae em Escala Piloto
(E.P)

5.2.1 Altura 1 (Superficie do mosto)

As fermentagGes em ambas as temperaturas utilizadas aconteceram de forma
semelhante com a altura 1 em P.E, na altura 1 em E.P (Figura 29), tendo a fase
exponencial no tempo 1 em 18 °C, com 1,65x10’ células de levedura por ml, e se
mantendo em 107 até o tempo 2, diminuindo para 10®° no tempo 3, quando a
guantidade de células viaveis sobe novamente de forma instavel até o tempo 10
chegando a 1,62x107 (segunda fermentacdo), mesma quantidade do tempo 1,
guando comeca cair novamente finalizando no tempo 15 com 7,08x10° células de
levedura por ml. Em 12 °C, o comportamento da levedura foi mais lento, com a fase
exponencial no tempo 2, oscilando até o final no tempo 15. Comparando com 18 °C,
as fases da fermentagéo foram mais acentuadas, devido a baixa temperatura.

Observa-se que a quantidade de células viaveis no tempo O, inicio da
fermentacao e no tempo 15, o final, foi préxima nas duas temperaturas. A quantidade
total de leveduras também mostra esse comportamento (Figura 30) das leveduras na
superficie do mosto. A porcentagem de leveduras viaveis, ao longo dos 16 tempos
ou dias de fermentacdo, esteve maior, a exemplo da fermentacdo em P.E, na
temperatura de 18 °C, na maior parte dos tempos, iniciando em 62% em 12 °C e 75%
para 18 °C, sendo que nos tempos 9 e 10 em 18 °C, a viabilidade esteve acima de
80%, e no final do periodo de fermentacdo, no tempo 15, a fermentacdo de 12 °C

apresentou maior viabilidade com 69%, em 18 °C com 56%, Tabela 12.
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Figura 29: Quantidade de células viadveis por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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Figura 30: Quantidade total de células por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em E.P.

Quantidade total de células na altura 1 (Escala piloto)

3.50E+07
3.00E+07
2.50E+07
2.00E+07

B

AR SRR RS,

iy
R

T T T Y
RN
N R

LRRRRRRN

ERRRRRR R RN

s

T

BRRRRRRNN

N~ N~
o o
+ ¥
w w
o o
nw o
— o

5.00E+06
0.00E+00

10 11 12 13 14 15

9

8

Tempo (Dias)

# 18 Graus

12 Graus

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



62

Tabela 12: Porcentagem de viabilidade celular na altura 1 E.P.

Altura 1
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 62% 75%
1 50% 71%
2 64% 69%
3 67% 54%
4 49% 70%
5 69% 70%
6 72% 64%
7 63% 76%
8 71% 7%
9 62% 80%
10 61% 85%
11 64% 71%
12 66% 78%
13 63% 68%
14 54% 56%
15 69% 56%

Fonte: Elaborado pelo autor.

A densidade otica da altura 1 (Figura 31) mostra uma maior quantidade de
leveduras em 18 °C, que diminuem do tempo 2 até o tempo 4, e a fermentacdo se
mantendo estavel até o final no tempo 15, o mesmo ocorrendo com a fermentagdo em
12°C.

Figura 31: Densidade otica na altura 1 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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5.2.2 Altura 2 do reator (Meio do Reator)

Na altura 2, no meio do reator, a fermentacéo teve um melhor desempenho no
inicio, do tempo 0 ao 4 na temperatura mais baixa, em 12 °C, tanto em relacéo a
guantidade de células viaveis, quanto em relagdo a quantidade total de células de
leveduras (viaveis e ndo viaveis), Figuras 32 e 33, mas, a partir do tempo 6, a
fermentacdo em 18 °C se inverte em relacdo a fermentacdo em 12 °C. As duas
temperaturas se mantiveram em 10’ na maior parte do periodo de 15 dias da
fermentacdo. Nas figuras 32 e 33, vemos as fases da fermentacdo acontecendo nas
duas temperaturas no meio do reator, com a fase exponencial no tempo 2 e
acontecendo uma segunda fermentacédo a partir do tempo 9. Na tabela 13, temos os
dados de porcentagem de viabilidade das leveduras na altura 2, continuando com a
maior viabilidade em 18 °C, com inicio em 75%, atingindo o maximo de 79% de
viabilidade no tempo 2, e 78% no tempo 5, e finalizando no tempo 15 com 64%. Em
12 °C teve inicio com 72%, caindo e subindo no tempo 3 para 76%, e finalizando com
62% no tempo 15.

Figura 32: Quantidade de células viaveis por ml na altura 2 em 12°C e 18 °C em E.P.
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Figura 33: Quantidade total de células por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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Tabela 13: Porcentagem de viabilidade celular na altura 2 em E.P.

Altura 2
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 72% 75%
1 66% 68%
2 67% 79%
3 76% 65%
4 71% 71%
5 67% 78%
6 68% 74%
7 72% 70%
8 72% 77%
9 62% 77%
10 63% 73%
11 58% 69%
12 73% 77%
13 61% 73%
14 59% 56%
15 62% 64%

Fonte: Elaborado pelo autor.

A densidade otica (Figura 34) mostra que a o trabalho das leveduras na altura 2
ocorreu de maneira mais equilibrada durante todo o periodo de 15 dias das duas

temperaturas utilizadas. Como esperado a temperatura com a maior quantidade de
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células de levedura € 18 °C, mas em 12 °C a quantidade de células de levedura ficou

bem préxima.

Figura 34: Densidade 6tica na altura 2 em 12 °C e 18 °C em E.P.

Densidade oOtica durante a fermentacéo (Altura 2)

1.200
1.000

0.800

0.600
0.400

0.200

Absorbancia: 600nm
e T
e e e e e Y
o

M e R e Y
]
T T Y

T T T Y

T N N N

L e e e

T

e

L e

N )
Y
e ]
R
SR

R L A
S ]
et

A
4
4
4
4
4
4
k1
g

S T )

g
g
K

]

o N N Y
S
S e e

0.000

14 15
Tempo (Dias)

12 Graus H18 Graus

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

5.2.3 Altura 3 do reator (Proximo ao fundo do Reator)

Chegando na altura 3, proximo ao fundo do reator, a maior quantidade de
leveduras viaveis (Figura 35) ficaram em 18 °C, iniciando em 9,17x108, com oscilacGes
em 107, tendo um pico de 2,92x107 no tempo 14. Em 12 °C, a fase exponencial ocorreu
entre os tempos 1 e 3, diminuindo para 10°, subindo e se mantendo em 10’ com
oscilacbes até o final, no tempo 15. Com a quantidade total de leveduras, o
comportamento da levedura ocorreu de maneira semelhante (Figura 36), com a maior
quantidade de leveduras viaveis e néo viaveis em 18 °C, com um pico de 4,17x107 no
tempo 14, sendo que as duas fermentaces se mantiveram em 107 durante os 15
tempos ou dias, com oscilagbes. Préoximo do fundo do reator, a porcentagem de
células viaveis (Tabela 14) foi maior que nas alturas 1 e 2 na fermentacdo de 18 °C,
iniciando em 75% e subindo para 81% e 82% nos tempos 8, 9 e 10, finalizando em
65%. Em 12 °C, comecgou com 72% no tempo 0, com maior viabilidade no tempo 8 em

77%, e finalizando no tempo 15 em 65%, Tabela 14.
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Figura 35: Quantidade de células viaveis por ml na altura 3 em 12 °C e 18°C em E.P.
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Figura 36: Quantidade total de células por ml na altura 3 em 12 °C e 18 °C em E.P
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Tabela 14: Porcentagem de viabilidade celular na altura 3 em E.P.

Altura 3
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 72% 75%
1 72% 64%
2 63% 72%
3 68% 69%
4 68% 74%
5 73% 79%
6 70% 79%
7 73% 78%
8 7% 81%
9 69% 82%
10 60% 82%
11 54% 71%
12 61% 74%
13 65% 75%
14 60% 70%
15 65% 65%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Da mesma forma que na altura 2, a densidade O&tica mostra que o
comportamento da levedura se manteve estavel durante os 15 tempos analisados,
subindo do tempo 0 até o 4 e se mantendo estacionado com pequena variacao até o

final no tempo 15.

Figura 37: Densidade 6tica na altura 3 em 12 °C e 18 °C em E.P.
Densidade o6tica durante a fermentacéo (Altura 3)
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5.2.4 Analises Fisico-quimicas

O °Brix inicial em 12 °C e 18 °C foi de 16,0 e 15,3 respectivamente (Tabela 15),
0 consumo de substrato ocorreu com maior velocidade em 18 °C, baixando de 15,3
no tempo 0 para 11,3 °Brix no tempo 15. Em 12 °C, o consumo de substrato ocorreu
de forma mais lenta por conta da temperatura mais baixa, e finalizando em 13.1 °Brix.
Na tabela 15, vemos que houve diferenca estatistica entre as temperaturas 12 °C e
18 °C.

Tabela 15: °Brix durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em E.P.

Brix
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 16.0 +0.0002 15.3 +0.058°
1 15.3 +0.0582 15.0 +0.058°
2 15.0 +0.0582 14.0 +0.058°
3 14.8 +0.3462 14.1 +0.058°
4 14.6 +0.3462 14.0 +0.058
5 14.4 +0.0582 13.5 +0.058°
6 14.2 +0.0582 13.0 +0.058°
7 14.1 +0.0582 13.0 +0.058°
8 14.0 +0.0582 12.5 +0.058°
9 14.0 +0.0002 12.4 +0.058°
10 13.4 +0.0582 12.3 +0.058
11 13.3 +0.0582 12.3 +0.058
12 13.3 +0.0582 12.1 +0.058°
13 13.3 +0.0582 12.0 +0.000°
14 13.3 +0.0582 11.4 +0.058°
15 13.1 +0.0582 11.3 +0.058°

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparag¢@o multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

O pH para 12 °C e 18 °C iniciou em 5,92: em 12 °C finalizou em 4,11 no tempo
15, e em 18 °C teve inicio em 5.72 e finalizou em 4,02 também no tempo 15. Houve

diferenca estatistica entre as duas temperaturas, Tabela 10.
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Tabela 16: pH durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em E.P.

pH
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 5.92 + 0.0122 5.72 + 0.014°
1 4.89 + 0.0122 4.36 + 0.015°
2 4.65 + 0.0062 4.32 + 0.012°
3 4.55 + 0.0102 4.26 + 0.006°
4 4.48 + 0.0002 4.17 + 0.012°
5 4.39 + 0.0062 4.07 + 0.015°
6 4.34 + 0.0172 4.05 + 0.006°
7 4.28 + 0.0062 4.07 + 0.006°
8 421 + 0.0062 4.04 + 0.012°
9 4.21 + 0.0062 4.05 + 0.012°
10 4.17 + 0.0062 4.04 + 0.000°
11 4.15 + 0.0062 4.04 + 0.006°
12 4.14 + 0.0122 4.05 + 0.012°
13 412 + 0.0062 4.02 + 0.012°
14 4.10 + 0.0062 4.04 + 0.006°
15 411 + 0.0062 4.02 + 0.012°

+a Média seguida do desvio padréo. Letras minasculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparacao multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

O teor alcodlico ficou abaixo do esperado (Tabela 17), tanto em 12 °C, como
em 18°C, finalizando no tempo 15 com 1,60% para 12 °C e 2,19% para 18 °C. De
acordo com legislacdo brasileira, a cerveja produzida com teor alcodlico acima de
0,5% e igual ou inferior a 2,0% é classificada como cerveja de teor alcoodlico reduzido
ou cerveja com baixo teor alcodlico, e acima de 2,0% é classificada como cerveja.
Seguindo a legislacéo brasileira, a cerveja produzida em 12 °C foi uma ale com teor
alcodlico reduzido, e a ale produzida em 18 °C classificada como cerveja, devido ao
teor alcodlico estar acima de 2,0% (BRASIL, 2019). Seguindo os resultados em P.E,

em E.P também né&o houve diferenca estatistica entre as temperaturas utilizadas.
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Tabela 17: Teor alcodlico durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em E.P.

Teor alcodlico

Tempo 12 Graus 18 Graus
0 0.00% +0.0002 0.00% +0.0002
1 0.37% +0.0002 0.13% +0.0012
2 0.54% +0.0002 0.70% +0.0002
3 0.67% +0.0022 0.68% +0.0012
4 0.79% +0.0022 0.71% +0.0002
5 0.92% +0.0002 1.01% +0.0012
6 0.99% +0.0002 1.25% +0.0012
7 1.05% +0.0002 1.25% +0.0002
8 1.10% +0.0002 1.52% +0.0012
9 1.12% +0.0002 1.59% +0.0002
10 1.47% +0.0002 1.64% +0.0002
11 1.48% +0.0002 1.64% +0.0012
12 1.52% +0.0002 1.78% +0.0012
13 1.52% +0.0002 1.83% +0.0002
14 1.52% +0.0002 2.13% +0.0002
15 1.60% +0.0002 2.19% +0.0012

+ Média seguida do desvio padréo. Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferengas
significativas no teste de comparacao multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Andlise de viabilidade celular da Saccharomyces pastorianus em pequena

escala (P.E)

5.3.1 Altura 1 (Superficie do mosto)

A Saccharomyces pastorianus tem como caracteristica ser uma levedura de
fermentacao baixa, com temperaturas de fermentacéo entre 6 °C e 15 °C, sendo assim
a temperatura de 18 °C causa um possivel estresse na levedura, estando acima da
temperatura ideal, e 12 °C estando dentro de sua faixa de temperatura ideal. Nas
figuras 38 e 39, estdo os dados de viabilidade celular e quantidade total de células
obtidos na altura 1 (préximo da superficie do mosto) no reator P.E, (reator de vidro de
1,5L) em 12 °C e 18 °C, no periodo do tempo 0 ao 9. Em 18 °C houve uma maior

guantidade de leveduras, tanto em relacéo as viaveis, quanto em relacéo a quantidade
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total, nos tempos 0 até 4, ficando em 107, com fase exponencial entre os tempos 0 e
1, quando comecou a baixar. A quantidade total de leveduras (Figura 39) mostra a
precipitacdo das leveduras a partir do tempo 3 em 12 °C até o tempo 9, mas podemos
ver, nas fotos da Figura 45, que a precipitacdo comeca a partir do tempo 1 da
fermentacao.

Em 12 °C, a levedura ndo obteve o comportamento esperado, ficando
praticamente estavel em 108, ao longo do tempo de fermentagdo. Esperava-se que
em 12 °C a levedura obtivesse um comportamento acima do que houve em 18 °C. A
porcentagem de células viaveis (Tabela 18) nas duas temperaturas ficaram préximas,
iniciando em 81% e finalizando em 56% em 18 °C. Em 12 °C, iniciou em 77%

finalizando em 68%.

Figura 38: Quantidade de células viaveis por ml na altura 1 em 12 °C e 18°C em P.E.
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Figura 39: Quantidade total de células por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Tabela 18: Porcentagem de viabilidade celular na altura 1 em P.E.

Altura 1
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 7% 81%
1 63% 69%
2 64% 68%
3 56% 74%
4 67% 62%
5 54% 65%
6 59% 76%
7 70% 68%
8 64% 74%
9 68% 56%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

5.3.2 Altura 2 do reator (Meio do Reator)

Descendo para a altura 2, vemos que a fase de crescimento celular ou fase

exponencial da fermentacdo em 18 °C ocorreu nos tempos 0 e 1, quando comeca a
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baixar, mantendo-se em 107 até o tempo 3, tanto em quantidade de células viaveis,
guanto em quantidade de total de células (viaveis e ndo viaveis), Figuras 40 e 41.

Em 12 °C, a quantidade de células viaveis e a quantidade de total de células
ficaram acima da fermentacdo de 18 °C a partir do tempo 4, até o final no tempo 9,
igual ao que ocorreu na altura 1. A porcentagem de células viaveis ficou maior em 18
°C, Tabela 19.

Figura 40: Quantidade de células viaveis por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Figura 41: Quantidade total de células por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Tabela 19: Porcentagem de viabilidade celular na altura 2 em P.E.

Altura 2
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 77% 81%
1 59% 65%
2 70% 7%
3 64% 75%
4 69% 47%
5 59% 68%
6 52% 76%
7 59% 76%
8 48% 61%
9 63% 59%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

5.3.3 Altura 3 do reator (Préximo ao fundo do Reator)

Chegando préoximo ao fundo do reator, na altura 3, vemos que a levedura obteve
melhor desempenho em 18 °C, mantendo-se em 107, com fase exponencial do tempo
0 para o tempo 1, até o tempo 4, para quantidade de leveduras viaveis e quantidade
total de leveduras (Figuras 42 e 43). A partir do tempo 4, esse desempenho se inverte,
com a fermentacdo em 12 °C tendo melhor desempenho a medida que as leveduras
descem ou se precipitam em direcao ao fundo do reator. Essa precipitacdo pode ser
vista na figura 45, a partir do tempo 1. A porcentagem de leveduras viaveis, assim
como nas alturas 1 e 2, esteve maior na fermentacéo de 18 °C, mas em 12 °C essa
porcentagem esteve proxima da fermentacéo de 18 °C em alguns tempos analisados,
Tabela 20.
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Figura 42: Quantidade de células vidveis por ml na altura 3em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Figura 43: Quantidade total de células por ml na altura 3 em 12 °C e 18 °C em P.E.
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Tabela 20: Porcentagem de viabilidade celular na altura 3 em P.E.

Altura 3
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus

0 7% 81%
1 59% 52%
2 66% 68%
3 68% 62%
4 63% 83%
5 57% 75%
6 55% 69%
7 57% 68%
8 64% 65%
9 62% 66%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A andlise de densidade 6tica mostra a quantidade de leveduras ao longo dos 10
dias de fermentacéo, Figura 44. A maior quantidade de leveduras esteve em 12 °C,
no tempo 1 e nos tempos 3 ao 9, com a precipitacdo das leveduras em direcdo ao
fundo, comecando no tempo 1 para 2. Na figura 45, pode-se ver como acontece a
precipitacdo da Saccharomyces pastorianus dos tempos 0 a 5, e de 6 a 9 ndo houve

mudanca na aparéncia das leveduras no reator.

Figura 44: Densidade 6tica durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em P.E.
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5.3.1 Analises Fisico-quimicas

Na analise de sdlidos soluveis totais °Brix (Tabela 21), em 12 °C iniciou em 16,4
no tempo 0 e baixando para 15,0 no tempo 2, e estabilizou na casa de 13 °Brix nos
tempos 5 a 7. E finalizando em 12.2 °Brix no tempo 9. Em 18 °C, houve um melhor
desempenho das leveduras, com °Brix iniciando em 16,3, se estabilizando no tempo
6 e finalizando em 11,2 °Brix no tempo 9. Na tabela 21, vemos que houve diferenca

estatistica entre as temperaturas 12 °C e 18 °C.

Tabela 21: °Brix durante a fermentagdo em 12 °C e 18 °C em P.E.

°Brix
Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 16.4 + 0.115% 16.3 + 0.058°
1 154 + 0.058% 15.1 + 0.058°
2 15.0 + 0.058% 14.0 + 0.058°
3 15.0 + 0.058% 13.3 + 0.058°
4 141 + 0.058% 12.3 + 0.058°
5 13.6 + 0.346% 12.2  + 0.058°
6 13.3 + 0.058% 11.8 + 0.289°
7 13.1 + 0.058% 11.3 + 0.058°
8 12.3 + 0.058% 11.2  + 0.058°
9 12.2 + 0.058% 11.2  + 0.058°

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparacédo multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

O pH,em 12°C e 18 °C (Tabela 22), iniciou em 5,57 e 5,31 respectivamente. Em
12 °C, houve uma queda mais lenta, ficando entre 4,30 e 4,0 a partir do tempo 2 até
0 tempo 5, finalizando no tempo 9 com 3,89. Em 18 °C, a queda do valor do pH foi
mais rapida em comparacao com 12 °C, baixando de 5,31 para 4,09 no tempo 1 e
variando entre 3,98 e 3,95 até o tempo 9. Podemos ver também na tabela 22 que néo

houve diferenca estatistica entre as temperaturas.
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Tabela 22: pH durante a fermentagéo em 12°C e 18°C em P.E.

pH
Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 5.63 + 0.0152 531 + 0.0062
1 441 + 0.0122 409 £ 0.0062
2 425 + 0.0122 3.98 + 0.0062
3 421 + 0.006% 3.92 + 0.006%
4 4.15 + 0.006 391 + 0.006%
5 400 + 0.015 3.90 + 0.010%
6 4.04 + 0.0062 3.88 + 0.006%
7 3.97 + 0.006% 3.85 + 0.0262
8 3.98 + 0.006% 3.90 <+ 0.006
9 3.89 + 0.010% 3.95 + 0.006%

+ Média seguida do desvio padréo. Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparacédo multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

O teor alcodlico (Tabela 23), em 12 °C e 18 °C, finalizaram no tempo 9 com
2.31% e 2.82% respectivamente. De acordo com legislacdo brasileira, a cerveja
produzida com teor alcodlico acima de 2,0% é classificada como cerveja. Seguindo a
legislacdo brasileira, as cervejas produzidas nas duas temperaturas utilizadas foram
cervejas lager com teor alcodlico acima de 2,0% (BRASIL, 2019). Através da tabela
23, uma diferenca estatistica entre as duas temperaturas, com as maiores médias em
18°C.

Tabela 23: Teor alcodlico durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em P.E.

Teor alcodlico

Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 0.00%  * 0.000° 0.00% + 0.0002
1 0.57%  + 0.001° 0.64% + 0.0012
2 0.75%  + 0.001° 1.25% + 0.0012
3 0.75%  + 0.000° 1.61% + 0.0002
4 1.30%  + 0.001° 2.20% + 0.0012
5 1.55%  + 0.001° 2.26% = 0.000%
6 1.70%  + 0.001° 2.48% + 0.0012
7 1.81%  + 0.001° 2.75% + 0.0012
8 2.30%  + 0.001° 2.79% + 0.0002
9 2.31%  + 0.000° 2.82% + 0.0002

+ Média seguida do desvio padréo. Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferengas
significativas no teste de comparacéo multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 45: Comportamento da levedura Saccharomyces Pastorianus em 18 °C
durante a fermentacdo em pequena escala (P.E) do tempo 0 ao 5.

5.4 Analise de viabilidade celular da Saccharomyces pastorianus em Escala
piloto (E.P)

5.4.1 Altura 1 (Superficie do mosto)

Nas figuras 46 e 47, temos os dados de quantidade de células viaveis por ml e
guantidade total de células por ml na altura 1 (superficie do mosto) do reator E.P. Da
mesma forma que em P.E, a fermentacéo em 18 °C obteve melhor desempenho, com
fase exponencial entre os tempos 1 e 2, estando acima de 1.50x107 até o tempo 5, e
se mantendo em 10’ até o tempo 8, baixando para 10° até o tempo 15. O mesmo

ocorreu com a quantidade total de células (viaveis e néao viaveis), onde pode ser vista
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uma precipitagdo mais acelerada das leveduras a partir do 6 nas duas temperaturas.
Em 12 °C, a quantidade de leveduras viaveis e quantidade total de leveduras do tempo
0 ao 5 permanece estavel, quando comeca a diminuir ou precipitar em direcdo ao
fundo do reator até o final no tempo 15. A porcentagem de leveduras viaveis iniciou
no tempo 0 em 70% e 72% para 12 °C e 18 °C respectivamente, obtendo melhor
viabilidade nos tempos 4 e 5 em 73% em 12° C, entre 81% e 85% nos tempos 3,4 e

5 em 18 °C, com as duas fermentacdes, 12 °C e 18 °C, terminando em 56% e 57%.

Figura 46: Quantidade de células viaveis por ml na altura 1 em 12°C e 18 °C em E.P.
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Figura 47: Quantidade total de células por ml na altura 1 em 12 °C e 18 °C em E.P.

Quantidade total de células na Altura 1 (Escala piloto)
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A densidade Gtica mostra a quantidade total de leveduras na altura 1 (Figura 48),
proximo da superficie, tendo a maior quantidade leveduras entre os tempos 1 e 7,

guando inicia uma maior precipitacdo das leveduras em dire¢do ao fundo do reator.

Figura 48: Densidade 6tica na altura 1 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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Tabela 24: Porcentagem de viabilidade celular na altura 1 em E.P.

Altura 1
%Viabilidade
Tempo | 12 Graus 18 Graus

0 70% 72%
1 62% 77%
2 65% 78%
3 69% 81%
4 73% 80%
5 73% 85%
6 64% 70%
7 72% 75%
8 40% 73%
9 58% 67%
10 56% 67%
11 55% 66%
12 57% 66%
13 56% 43%
14 46% 56%
15 56% 57%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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5.4.2 Altura 2 do reator (Meio do Reator)

Na altura 2 (Figuras 49 e 50), a fermentagédo ocorreu de forma semelhante a
altura 1, com melhor desempenho da levedura em 18 °C, mesmo sendo uma levedura
de fermentacdo baixa (entre 6 °C e 15 °C). A maior quantidade de células viaveis
esteve nos tempos 1 a 4, estando acima de 1,50x10’. Nos mesmos tempos, a
guantidade total de células esteve acima de 2,00x107, e a partir do tempo 5 ficou
variando entre 107 e 10° até o final no tempo 15. Como pode ser visto nas figuras 49
e 50, a fermentacéo de 12 °C obteve um desempenho menor, com uma menor
guantidade de leveduras viaveis, mas com quantidade total de leveduras préxima da
fermentacdo de 18 °C. Nota-se também que a precipitacdo das leveduras foi maior
em 12 °C. A porcentagem de leveduras viaveis ficou maior também em 18 °C, com
83% de viabilidade no tempo 3, e em 12 °C a maior porcentagem de viabilidade esteve

no tempo 6 com 78%, Tabela 25.

Figura 49: Quantidade de células viaveis por ml na altura 2 em 12 °C e 18°C em E.P.
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Figura 50: Quantidade total de células por ml na altura 2 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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Tabela 25: Porcentagem de viabilidade celular na altura 2 em E.P.

Altura 2
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 70% 2%
1 65% 76%
2 63% 79%
3 76% 83%
4 75% 82%
5 77% 78%
6 78% 76%
7 70% 73%
8 66% 70%
9 63% 67%
10 59% 66%
11 55% 65%
12 56% 63%
13 57% 67%
14 55% 57%
15 57% 63%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



84

A densidade otica confirma um melhor desempenho da levedura de baixa
fermentacao na temperatura de 18 °C, com maior quantidade de leveduras do tempo
1 ao 15, com uma precipitacdo menor quando comparada com a fermentagcao de 12
°C. Nos tempos 1 a 5, as duas temperaturas ficaram com resultados proximos, e a
partir do tempo 6 houve uma menor quantidade de leveduras em suspensao na
fermentacdo de 12 °C. Isso resultou em uma cerveja mais clara, devido a maior

precipitagao.

Figura 51: Densidade 6tica na altura 2 em 12 °C e 18 °C em E.P.
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5.4.3 Altura 3 do reator (Préximo ao fundo do Reator)

Chegando na altura 3 (Figuras 52 e 53), os resultados mostram que em 18 °C,
tanto a quantidade de leveduras viaveis quanto a quantidade total de leveduras
ficaram maiores em comparagao com a fermentacéo de 12 °C. A fase exponencial nas
duas temperaturas ocorreu nos tempos 1 a 4 para 18 °C, e nos tempos 1 a 3 para 12
°C, ambas ficando acima de 107. Da mesma forma que nas alturas 1 e 2, a maior
precipitacdo das leveduras ocorreu em 12 °C, e essa maior precipitacdo resulta em
uma cerveja mais limpa. A porcentagem de leveduras viaveis iniciou em 70% para 12
°C e 72% para 18 °C, onde a maior porcentagem esteve no tempo 4 nas duas

temperaturas, com 82% e 87% para 12 °C e 18 °C respectivamente.
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Figura 52: Quantidade de células viaveis por ml na altura 3em 12 °C e 18 °C em E.P.
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Figura 53: Quantidade total de células por ml na altura 3 em 12 °C e 18 °C em E.P
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Tabela 26: Porcentagem de viabilidade celular na altura 3 em E.P

Altura 3
%Viabilidade
Tempo 12 Graus 18 Graus
0 70% 72%
1 75% 74%
2 72% 78%
3 68% 81%
4 82% 87%
5 7% 81%
6 71% 74%
7 67% 78%
8 69% 81%
9 67% 70%
10 61% 70%
11 56% 68%
12 57% 69%
13 63% 62%
14 60% 61%
15 57% 63%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A analise de densidade 6tica da altura 3 (Figura 54) confirma a maior quantidade
de leveduras em suspensao na temperatura de 18 °C, subindo a partir do tempo 0 ao
4, com leve queda no tempo 5, e voltando a subir do tempo 6 ao 9, se mantendo
estavel até o tempo 12 e caindo a partir do tempo 13 ao final no tempo 15. Em 12 °C
a quantidade de leveduras ocorreu de forma mais estavel ao longo dos tempos de
fermentacao, com fase exponencial do tempo 0 a 5, e caindo de forma gradual até o

final no tempo 15.
Figura 54: Densidade Gtica na altura 3em 12 °C e 18 °C em E.P
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5.4.4 Analises Fisico-quimicas

As duas temperaturas tiveram o inicio da fermentagcao com °Brix de 15,3 (Tabela
27), jA que as fermentagdes (12 °C e 18 °C) foram realizadas em uma mesma
batelada. O consumo dos agucares presentes no mosto foi mais acelerado em 18 °C,
se estabilizando a partir do tempo 6 em 10 °Brix, e em 12 °C se estabilizou em 10 °Brix
a partir do tempo 11. Através da andlise estatistica, vemos que houve diferenca entre

as temperaturas, com as maiores meédias em 12 °C.

Tabela 27: °Brix durante a fermentagdo em 12 °C e 18 °C em E.P.

Brix
Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 15.3 +0.0582 15.3 +0.058°
1 14.4 +0.0582 14.2 +0.058°
2 14.4 +0.0582 13.3 +0.058°
3 13.4 +0.0582 12.0 +0.058°
4 13.2 +0.0582 11.4 +0.058°
5 12.2 +0.0582 11.2 +0.058°
6 12.1 +0.0582 10.6 +0.346°
7 11.6 +0.3462 10.3 +0.058°
8 11.2 +1.5842 10.2 +0.058°
9 11.2 +1.0842 10.1 +0.058°
10 11.0 +0.0582 10.1 +0.058°
11 10.6 +0.3462 10.1 +0.058°
12 10.4 +0.0582 10.1 +0.058°
13 10.3 +0.0582 10.1 +0.058°
14 10.1 +0.0582 10.0 +0.058°
15 10.1 +0.0582 10.0 +0.000°

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparacao mdultipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados da analise de pH mostram que, nas duas temperaturas utilizadas,
as fermentacgdes tiveram resultados proximos, com o inicio em 5,95 (a qualidade do
extrato de malte pode ter influenciado esse resultado de pH), e finalizando em 4,47 e
4,30 para 12 °C e 18 °C respectivamente. Como pode-se ver, ndo houve diferenca

estatistica entre as duas temperaturas, Tabela 28.



Tabela 28: pH durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em E.P.
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pH
Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 5.95 +0.0062 5.95 +0.0062
1 4.67 +0.0062 4.49 +0.0062
2 4.58 +0.0062 4.33 +0.0062
3 4.57 +0.006% 4.20 +0.0062
4 4.43 +0.006% 4.20 +0.0062
5 4.39 +0.0122 4.19 +0.0102
6 4.36 +0.010% 414 +0.0062
7 4.32 +0.006% 413 +0.0122
8 4.31 +0.0062 414 +0.0062
9 4.30 +0.006% 4.20 +0.0062
10 4.31 +0.0062 4.18 +0.0062
11 4.33 +0.0062 4.21 +0.0062
12 4.34 +0.006% 4.21 +0.0062
13 4.28 +0.015% 4.23 +0.0002
14 4.26 +0.006% 4.22 +0.0062
15 4.47 +0.0122 4.30 +0.0062

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras minlsculas distintas na mesma linha indicam diferencas

significativas no teste de comparacado multipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.

As duas temperaturas terminaram a fermentacdo, no tempo 15, com teor

alcodlico préximos, 2,87% para 12 °C e 2,90% 18 °C. Em 18 °C, a fermentac¢éo ocorreu

mais acelerada devido a temperatura mais alta, chegando acima de 2,00% de teor

alcodlico no tempo 4, enquanto em 12°C, ficou acima de 2,00% no tempo 7. Mas,

apesar da fermentacdo mais acelerada em 18 °C, as fermentacdes terminaram no

tempo 15 com resultados proximos, 2.87% para 12 °C, e 2.90% para 18 °C. De acordo

com a legislagéo, as cervejas produzidas sao cervejas lager, pois estdo acima de

2,00% de teor alcodlico (BRASIL, 2019). Na tabela 29, a analise estatistica mostra a

diferenca entre as temperaturas ou fermentagcdes, com as maiores médias em 18 °C.
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Tabela 29: Teor alcodlico durante a fermentacdo em 12 °C e 18 °C em E.P
Teor alcoodlico

Tempo (Dias) 12 Graus 18 Graus
0 0.00% £0.000P 0.00% +0.000%
1 0.45% £0.001P 0.62% +0.000%
2 0.53% +0.000P 1.08% +0.000?
3 1.06% +0.001b 1.80% +0.0002
4 1.18% £0.001P 2.17% +0.0012
5 1.73% £0.001P 2.28% +0.0012
6 1.78% +0.001b 2.58% +0.0022
7 2.03% +0.002° 2.76% +0.0012
8 2.28% £0.001P 2.82% +0.0012
9 2.28% £0.001P 2.84% +0.000?
10 2.35% +0.001b 2.83% +0.0012
11 2.58% £0.002P 2.87% +0.0012
12 2.71% +0.000P 2.87% +0.0012
13 2.73% +0.001b 2.87% +0.0002
14 2.87% £0.001P 2.90% +0.000%
15 2.87% +0.001P 2.90% +0.0002

+ Média seguida do desvio padrdo. Letras minusculas distintas na mesma linha indicam diferencas
significativas no teste de comparacao mdltipla de Tukey a P<0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. CONCLUSOES

Diferente do que é amplamente divulgado em literatura, os resultados
mostraram que a fermentacdo da cerveja ale ocorreu nas trés alturas analisadas: a
levedura atuou em todo o reator e, nas duas temperaturas utilizadas, a fermentagao
nao ocorreu somente no topo, sendo a Saccharomyces cerevisiae considerada uma
levedura de fermentacgéo alta. A viabilidade celular e quantidade total de leveduras
ficaram semelhantes nas trés alturas (topo, meio e préximo ao fundo do reator), e nas
duas temperaturas. As analises fisico-quimicas de °Brix, pH, e teor alcodlico tiveram
resultados proximos tanto em 12 °C como em 18 °C. O teor alcodlico das duas
cervejas ale produzidas ficaram classificadas como cervejas de baixo teor alcodlico
de acordo com a legislacdo brasileira. A conclusao € que a levedura de fermentacao
alta atuou por todo o reator durante os dez dias analisados nos reatores em pequena
escala, e durante quinze dias nos reatores em escala piloto. Conclui-se que a levedura
de fermentacao alta ndo atuou somente no topo ou na superficie do mosto.

Para a cerveja lager, os resultados mostraram que a levedura Saccharomyces
pastorianus, uma levedura de fermentacéo baixa, fermentou por todo o reator, nédo se
limitando a atuar somente no fundo desde o inicio, nas duas temperaturas utilizadas,
e nos reatores em pequena escala e escala piloto. A viabilidade celular obteve melhor
desempenho em 18 °C, o mesmo acontecendo com a quantidade total de leveduras
por ml. Nao se esperava esse melhor desempenho em 18°C por ser uma levedura de
fermentacdo baixa, e isso resultou em uma cerveja com maior quantidade de
leveduras em suspenséo. Em 12 °C, as fermentag¢des ocorreram de forma mais lenta,
com menor quantidade de leveduras viaveis por ml e quantidade total de leveduras
por ml, resultando em uma cerveja lager mais limpa. Nas fermentacdes a 12 °C, a
precipitacdo das leveduras em direcdo ao fundo aconteceu de forma mais rapida
guando comparada com as fermentacfes a 18 °C. Os resultados das analises fisico-
guimicas de °Brix, pH, e teor alcodlico obtiveram resultados proximos em 12 °C e 18
°C. Ao final das fermentacgdes, o teor alcodlico terminou acima de 2%. Conclui-se que
esta levedura ndo fermenta somente no fundo do reator: como os resultados
mostraram, a atuacdo da levedura no inicio da fermentacdo foi nas trés alturas
analisadas, ou seja, por todo o reator, e em seguida precipitando em dire¢do ao fundo,

sendo assim a levedura de fermentacao baixa ndo atuou somente no fundo do reator.
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