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RESUMO

Bebidas fermentadas estdo presentes na historia da humanidade desde os primordios
do tempo. Entre as bebidas temos a cerveja, que surgiu como uma alternativa barata ao vinho
e ganhou enorme popularidade em civilizagdes como a egipcia, mesopotdmica e romana.
Atualmente, o Mercado cervejeiro do Brasil esta em grande crescimento, com foco no setor
de bebidas de carater artesanal, cada vez mais buscam-se novas variedades de cervejas e
bebidas de maior qualidade. Com o consumo em expansdo torna-se extremamente importante
o controle de qualidade da matéria-prima utilizada, da qualidade das leveduras e também do
rendimento da fermentagdo. O presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade
celular da Saccharomyces cerevisiae T58, recomendada para cervejas tipo Ale em meios para
producdo da cerveja e avaliar seu desempenho durante todo o processo de fermentagdo em
condicdes de baixas e altas temperaturas, simulando a fabricacao de bebidas Ale e Lager. As
analises realizadas revelam que o desempenho da levedura T58 em condig¢des tipicas de
fermentagdo Ale ocorreu de maneira natural. A levedura foi capaz de realizar a sintese de
etanol através da fermentacdo dos agucares atingindo concentragdes tipicas de crescimento
celular ao passo que produziu alta concentracao de etanol e glicerol. A fracdo do experimento
realizada sob condi¢des de fermentacdo Lager nao apresentou desempenho satisfatorio e
viavel para a produgdo de cerveja. Observou-se a tendéncia do fermento T58 em priorizar o
crescimento celular e ndo a sintese de produtos como CO,, glicerol e etanol na cerveja Lagern

se mostrando nado viavel para produgao industrial.

Palavras-chave: Bebida fermentada. Saccharomyces cerevisiae. Fermentagao.



ABSTRACT

Alcoholic beverages have been a part in human history since the dawn of time. Among the
most popular ones we have beer, a drink that emerged as a cheap alternative to wine and
became a huge success in ancient civilizations such as Egyptian, Mesopotamian and Roman.
Currently Brazil’s market is booming with emphasis on the handcrafted type of beer. New
varieties of drinks are increasingly being sought and higher quality beverages are being
obtained. With increasing consumption, quality control and new studies regarding the raw
materials used become extremely important so does the quality of yeast and also the
fermentation yield of these beers. The present study aims to study the cell viability of
Saccharomyces cerevisiae in beer production and evaluate its performance during the whole
fermentation process under low and high temperature conditions simulating the manufacture
of Ale and Lager beverages. Analyzes show that the performance of yeast T58 under typical
conditions of Ale fermentation occurred naturally. The yeast was able to perform the
synthesis of ethanol through the fermentation of sugars, reaching typical cell growth
concentrations while producing high concentration of ethanol and glycerol. The fraction of
the experiment performed under Lager conditions did not present satisfactory and viable
performance for industrial production. T58 yeast tended to prioritize cell growth rather than

synthesis of products such as CO,, glycerol and ethanol.

Kewwords: Beer. Saccharomyces cerevisiae. Fermentation.
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1 INTRODUCAO

Com o mercado cervejeiro passando por um crescimento exponencial no Brasil e
possuindo crescimento ao redor do mundo é importante o desenvolvimento de pesquisas
direcionadas ao processo de fabricagdo dessa bebida e todas as suas etapas, com o objetivo de
afirmar técnicas adotadas e também na busca por novas formulas, com maior eficiéncia,
seguranca, menores custos e rapidez.

A cerveja € uma bebida que assim como o café esta profundamente relacionada com a
humanidade, estando ambas presentes em momentos de socializacdo e interacdo entre
pessoas, cada qual com suas particularidades.

Com isso, avaliar a eficiéncia e viabilidade celular durante a fermentagdo da cerveja

auxiliarda em melhorias para essa bebida.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historia

Produtos derivados da fermentacdo como a cerveja fazem parte da historia da
humanidade desde o momento em que nossos antepassados deixaram de ser nomades e
passaram a cultivar cereais, ocorrendo isso por volta de 9000 a.C. (ZARNKOW, 2014). Ao
longo dos milénios, a cerveja era produzida por meios incompreensiveis, havendo registros
como na Inglaterra Medieval de palavras usadas para definir leveduras com significados
similares a espuma (LIVENS, 2016). A cerveja mais proxima da bebida que consumimos
atualmente comecou a ser registrada e aprimorada cerca de 8000 anos atras na Mesopotamia
de forma acidental, proveniente de paes que passaram pelo processo de fermentacao
espontanea, dando origem a ainda recorrente expressao “pdo liquido” (SORBO, 2017).

Datados de poucos séculos depois, encontram-se registros no Egito relatando por
volta de 5400 a.C. A presenca de uma bebida fermentada muito proxima da cerveja
mesopotamica. Adota-se como certo de que a civilizagao egipcia teve grande responsabilidade
na expansdo da cerveja para o oriente e bacia do mar Mediterrdneo devido as suas redes e

trocas comerciais com outros impérios (JUNIOR, 2010).
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Uma das muitas curiosidades sobre a histoéria da cerveja € o fato de que até o inicio
da Idade Média as principais responsaveis pelo processo de fabricacdo cervejeiro eram as
mulheres (BARNETT, 2010). Muitas vezes utilizavam-se adjuntos como uva, tdmaras e ervas
locais para aumentar o valor e conquistar um maior nimero de consumidores (CARVALHO;
BENTO; SILVA, 2006).Apesar de ser uma bebida histérica assim como a humanidade, a
cerveja ndo obteve facil aceitagdo com a populagao de maior poder aquisitivo, Grécia ¢ Roma,
possuindo provas de que suas elites tinham maior aprego por bebidas como o vinho. Ao
contrario, a classe baixa consumia cerveja em maior quantidade devido ao seu baixo valor
comercial e simples fabricagdo. J4 na histéria moderna, a cerveja chegou ao Brasil por volta
de 1808 com a chegada da familia real portuguesa a qual fugia da invasdo de Napoledao
Bonaparte (LIMA,2014).

Do momento em que as importagdes de cerveja comegaram a chegar em territorio
nacional por meio da Inglaterra, na época a principal parceira portuguesa, o apreco pela
cerveja foi bem aceito e difundido na colonia (ANGELONI, 2016). Atualmente ha uma
grande expansdo no mercado de microcervejarias no Brasil assim como houve nos Estados
Unidos durante os anos 80 (SANTOS, 2004). Em meio a popularidade de bebidas artesanais
encontra-se no Brasil um grande entrave entre pequenos produtores e a legislacao, causando

situacoes de ilegalidade e debates entre 6rgaos governamentais e associacdes de cervejeiros

(JUSBRASIL, 2017).
2.2 Matérias-primas

Os quatro ingredientes principais para a producao da cerveja sao agua, malte,
leveduras e lipulo.

2.2.1 Agua

Ao longo da historia da cerveja, um dos fatores cruciais foi a dgua. Porém, nos
primordios da fabricag¢do, nao se tinha o conhecimento da importancia que as caracteristicas
minerais ¢ i0nicas desempenham no produto final, como consequéncia, nao havia
padronizagdo entre uma cerveja produzida por exemplo no sul e outra produzida no norte do
Brasil, mesmo que fosse seguida a mesma receita e maneira de preparo. Nascentes de dgua
eram cobigadas pelo simples motivo de fornecerem agua constantemente ao cervejeiro sem

grandes andlises de qualidade (ANDERSON et al., 2019).
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Para a obtencao de um litro de cerveja sdo gastos, em média, de cinco a dez litros de
agua, parte na trituracdo dos cereais, fervura do mosto, até mesmo no processo de embalagem.
No entanto a etapa com maior demanda ¢ a limpeza do maquinario e equipamentos utilizados
durante todo o processo, informagdes essas que sustentam a busca simples e direta por
grandes volumes de agua (FILLAUDEAU, 2006).

A agua compde até¢ mais de 90% da cerveja (EPA, 2013). Somente com o avango da
ciéncia e formas de tratamento de agua que andlises experimentais permitiram associar
informagdes como: pH, sulfato de célcio e microrganismos; com o sabor, aroma, qualidade da
agua e consequentemente as caracteristicas da cerveja final (CASTRO, 2014). O dado mais
simples e rapido de ser analisado ¢ o pH. Fontes minerais potaveis possuem o pH por volta de
7.5. Cervejas Lager apresentam pH entre valores 4.0 e 5.0 e ales entre valores de pH 3.0 e 6.0.
A preservacao desses valores ¢ fundamental para que o sabor esperado na bebida consiga ser
alcancado (PALMER, 2013).

fons por sua vez sio de grande importancia na anélise da agua e sdo divididos em
dois grupos: Primdrio, sdo ions que em quantidades elevadas afetam a potabilidade da agua,
impossibilitando assim seu uso direto na fabricagdo da cerveja, exigindo maiores gastos de
tempo e dinheiro ao cervejeiro; Secundario, ions que afetam o sabor e o pH da agua e
consequentemente da cerveja, porém nao causam maiores problemas ou impossibilitam o
consumo do produto final. Para o primeiro grupo existem padrdes de seguranca legislados e
passam por fiscalizagdes, sdo eles: bromato, acidos haloacéticos, trialometano, nitrato e cloro.
Para o segundo, ndo existe controle na legislacdo para suas quantidades,sendo eles: cobre,
ferro, manganés e aluminio de forma que aguas contendo grandes quantidades dos mesmos
sdo utilizadas ou nao puramente por questdes sensoriais ¢ adequagdes ao padrao desejado da
cerveja final. Os ions mais importantes para a padronizagdo da cerveja sao calcio, magnésio,
sodio, cloro e sulfato. O calcio ¢ responsavel por estabilizar a atividade enziméatica no
processo de trituracdo dos cereais. Magnésio quando em altas concentragdes causa amargor
excessivo na bebida, fazendo com que o produto final fique desagradavel ao paladar. fons
sodio apresentam duplo efeito no resultado final da cerveja, em baixas concentracdes o ion ¢é
capaz de adogar, criando uma cerveja mais leve e palatavel, porém em altos niveis interage
com o cloreto e deixa a bebida salgada. A quantidade de cloro na bebida também afeta o
sabor, criando um sabor adocicado agradavel e ¢ usado para abaixar a alcalinidade da agua.
Por fim, o sulfato ¢ utilizado na industria para acentuar a presenga do lipulo e criar o aspecto

seco na cerveja (ANDERSON, 2019).
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2.2.2 Malte — Cevada e Trigo

Com origem no Oriente Médio a cevada (Hordeum sp.) ¢ o quinto grdo de maior
cultivo em nosso planeta, sua producdo ultrapassa 100 milhdes de toneladas anualmente, com
uma média de 140 milhdes de toneladas e com uma area de cultivo proxima de 530.000
quilometros quadrados (EMBRAPA, 2012).

A cevada pode ser conhecida somente pelo seu uso na inddstria cervejeira, porém,
nao sO antigamente o grao era utilizado como base da alimentacdo no Oriente Médio, hoje
com avangos tecnologicos e industriais, a cevada € cultivada mundialmente com usos no ramo
alimenticio, na forma de farinha, flocos utilizados para produtos de alimenta¢do infantil, paes
e doces; na industria farmacéutica e seu principal mercado, serve como base para a criacao de
ragcdes animais. Analisando o mercado brasileiro, a malteagdo tem respondido por cerca do
consumo e utilizagdo de 75% da produgdo nacional. Um grao de boa qualidade para a
industria cervejeira deve ser uma grande fonte de amido (60% do grao de cevada ¢ reserva de
amido); deve conter em sua composicdo enzimas capazes de catalisar a transformacao do
amido; possuir aminoacidos essenciais na formacdo de cor e aromas durante o processo de
brasagem e ions cruciais para que o metabolismo das leveduras acontega de forma natural e
eficaz (ZSCHOERPER, 2014).

Trigo (Triticumaestivum L.), o segundo grao mais cultivado no mundo também
possui grande destaque e valor na industria cervejeira. Utilizado para proporcionar aroma e
sabor caracteristico, o trigo malteado também ¢ responsavel pela formagao e estabilidade da
espuma no produto final, devido a presenga de polimeros de pentoses (pentosans) que
proporciona maior viscosidade na cerveja. Negativamente, o trigo dificulta o clareamento da
bebida, deixando-a com maior turbidez (BOGDAN, 2017). Quando ha uso do trigo
recomenda-se realizar uma moagem grossa para evitar problemas na filtragdo do mosto
(Faltermaier, Waters, Becker, Arendt, & Gastl, 2014). Desta forma, o grdo utilizado
proporciona caracteristicas Uinicas para a elaboragdo de produtos diferenciados e qualificados

para o mercado consumidor cada vez mais exigente.

2.2.3 Lupulo

Humulus lupulus Linnaeus ¢ o nome cientifico da espécie chamada comumente de
lapulo, pertencente & ordem das Rosales e da familia Cannabaceae. Trata-se da principal

espécie do género cultivada comercialmente e em larga escala. H. lupulus é caracterizada
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como uma trepadeira perene e tem como periodo de colheita o final de margo até inicio de
maio, podendo ser estendido até junho (SCHLENK, 2017).

Cultivar lapulo em territdrio brasileiro ¢ um grande desafio. A planta necessita de
estagdes bem definidas e padronizadas e ¢ preciso grande afluéncia de agua durante o ano,
dificultando assim para o agricultor brasileiro cultivar lupulo com éxito (PINTO, 2018).

Apds a colheita, a parte de maior interesse para a industria é a flor da planta
feminina, que permanece refrigerada até que seja processada ou embalada para venda em sua
forma natural (LEME, 2017). A flor do lupulo apresenta em sua composi¢do quimica
elementos como: resinas amargas totais, proteinas, celulose, polifenois, sais minerais,
acucares, lipideos, Oleos essenciais e aminoacidos (ALMEIDA e SILVA, 2005).
Mesmo com 90% dos o6leos perdidos até o final da fervura devido a sua alta volatilidade,
pouco do seu aroma ainda ¢ preservado e com isso, o produto final possui maior valor
agregado (DURELLO, 2019).

Caso haja o objetivo de se criar uma cerveja carregada no aroma, adiciona-se as
flores de lupulo a partir da metade do tempo da fervura, mantendo maiores quantidade de
compostos volateis que serdo preservados até o produto final. Em relagdo as resinas,
consegue-se controlar ¢ modificar o amargor durante o processo de fervura ja que ¢ a
isomerizacao dos alfa-acidos, encontrados nas glandulas produtoras de resinas da flor, em iso-

alfa-acidos que confere essa caracteristica (KISHIMOTO, 2005).
2.2.4 Leveduras

As leveduras s6 foram reconhecidas como responsaveis pelo processo fermentativo
das cervejas no século dezoito por conta de estudos realizados por Louis Pasteur. Os
resultados de seus estudos ndo s6 reconheceram as leveduras como também impulsionou um
ramo essencial para a ciéncia, a bioquimica (SCHLENK, 1985). Responsaveis pela etapa de
fermentagdo da cerveja, as leveduras sdo microrganismos eucarioticos unicelulares, em sua
maioria do Reino Fungi que se reproduzem por meio de brotamento ou gemulagdo. Sdo
organismos classificados por suas caracteristicas fisiologicas pois apresentam diferentes
modelos morfologicos entre si e por este mesmo fato, a classificacdo e nomes das leveduras
eram constantemente alterados (DEAK, 2008). Devido a selegdo artificial feita durante
séculos de maneira indireta pelos cervejeiros, as leveduras mais comuns perderam a
habilidade de formar esporos, fato esse que diminui a variabilidade genética ao longo das

geracdes e traz consisténcia para a industria (SICARD; LEGRAS, 2011). O processo
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cervejeiro ¢ em suma, resultado de multiplos estagios envolvendo a conversdo bioldgica de
materiais in natura em produtos de interesse, sendo o principal produto desejado o etanol
(WALKER, 2000).

Apos serem descobertas e isoladas no final do século 19, as leveduras eram
classificadas de acordo com a area em que ficavam ao final do processo de fermentagdo. As
leveduras que se locomoviam para a area superior eram chamadas de "top strains" e eram
selecionadas para a fabricagdo de cervejas Ale, Porter e Stout; leveduras que sedimentavam e
permaneciam no fundo dos tanques de fermentacao até o final do processo eram chamadas de
"bottom strains" e recebiam maior procura dos cervejeiros interessados em fabricar cervejas
lagers. Com o desenvolvimento da industria e de pesquisas cientificas, sabe-se que ambos o0s
grupos de leveduras, ale e lager apresentam altos niveis de hibridagdo entre si e com
diferentes espécies de leveduras como S. pastorianus. € S. eubayanus. (KARABIN, 2017).

Atualmente a industria tem buscado maneiras de aumentar o rendimento dos
microrganismos para baratear a producao e elevar as margens de lucro. Aspectos tidos como
jé& satisfatorios e positivos nas leveduras sdao: habilidade de fermentar diversos compostos;
altas taxas de fermentagdo, resisténcia ao estresse, facilidade para modificacdes genéticas e a
habilidade de gerar bons sabores e manter aromas no produto final. Busca-se por outro lado
melhorar a capacidade de fermentar aglicares (para a produgdao de cervejas) como: xilose,
lactose e maltodextrina; padronizar a taxa de floculagdo das leveduras e reduzir mutagdes
espontaneas. Estudos e avangos tecnoldgicos sdo necessarios para que novas variedades de

leveduras cheguem ao mercado e a industria (Walker, G. M., & Walker, R. S. K., 2018).

2.3 Etapas de producio — cerveja

Criada em 1516 na Bavaria, Alemanha, foi estabelecida a Lei de Pureza da Cerveja, a
qual dizia estritamente que cerveja era uma bebida derivada da fermentagdo de malte, lipulo e
agua. Leveduras ndo eram citadas pois ainda ndo haviam descobertas e a fermenta¢do ocorria
de maneira espontinea e natural. Com os ingredientes selecionados e disponiveis, a produgado
da cerveja pode ser iniciada. O primeiro passo para se produzir uma bebida adequada e de
qualidade ¢ a preparagdo do mosto e inclui etapas como moagem, mosturacdo, filtragem e
resfriamento. O segundo passo € composto pelas etapas: fermentagdo e maturagdo.
Finalizando essas etapas realiza-se a filtracdo, carbonatacdo e pasteurizacdo, apresentada na

Figura 1 (AQUARONE et al., 2001).
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Figura 1 — Etapas da producao de Cerveja representadas em esquema simplificado.
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Fonte: DOCPLAYER, 2016

I3

A moagem € uma etapa inicial e necessaria por disponibilizar no mosto o amido
presente nos graos de cevada, trigo, arroz e outras possiveis fontes de agucares. Durante a
moagem recomenda-se preservar a casca dos graos para essa ajudar na filtragem do mosto
posteriormente.

Feita a moagem inicia-se a etapa de brasagem ou mosturagdao. O malte recebe agua
pré-aquecida, responsavel por ativar as enzimas alfa amilase e beta amilase, sendo importante
a agua utilizada estar com o pH entre os valores de 5 a 6. A enzima amilase quebra o amido
em acgucares redutores que serdo as principais fontes de energia para as leveduras na etapa de
fermentagdo. Durante a mosturacao a temperatura do mosto deve sempre permanecer abaixo
dos 80°C para ndo proporcionar gosto adstringente derivado dos taninos presentes nos graos
de malte e também para ndo inativar as enzimas presentes.

Quando pronto, o mosto deve ser filtrado para que as partes insoliveis como as
cascas dos graos e proteinas coaguladas sejam removidas. Trata-se de uma etapa delicada
devido a possibilidade de grande parte do extrato ser perdida ou retida no processo. A
filtragem do mosto quando realizada gera um produto limpo que apresentard melhores
caracteristicas quando finalizado. A filtragdo pode ser feita utilizando peneiras de ago, panelas
com filtro acoplado, malhas finas e para grandes volumes o uso de bombas se faz util para
agilizar todo o processo.

A ultima etapa da preparagdo do mosto ¢ a fervura. Durante esse processo 0 mosto
passa por esterilizacdo ja que os microrganismos contaminantes sdo mortos pela alta

temperatura. Compostos indesejaveis para a cerveja também sdo evaporados e degradados
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como os precursores de dimetil, composto responsavel por dar a bebida sabor amanteigado
(CONCERVEIJA, 2017).Uma fervura intensa o suficiente proporciona uma cerveja final clara
e biologicamente estavel deixando o produto limpo e seguro. Também muito importante,
ocorre a adicdo do lipulo no mosto. Recomenda-se adicionar o Iupulo na metade ou final do
processo para que seus 6leos essenciais e caracteristicas sejam preservadas, seus alfa acidos
sdo os responsaveis por dar o amargor desejado ao produto final (FONTOURA, 2019).

Apds o processo de fermentacdo, descrito separadamente abaixo no trabalho, ocorre
a maturagdo e o envase. Durante a etapa de maturagdo a bebida ja estd quase finalizada para o
envase € consumo, isso faz com que muitos pequenos produtores ignorem a etapa ou reduzam
o seu tempo de duragdo. A maturagdo consiste em deixar a cerveja descansando por algumas
semanas, variando de uma a duas, em temperatura baixa, sempre menor do que a temperatura
utilizada durante a fermentacdo e na remocdo do fermento para que suas caracteristicas se
tornem constantes e uniformes. Durante o envase, deve-se tomar cuidado para evitar
contaminacdes € ¢ nessa etapa que pode ocorrer os processos de pasteurizacao e carbonatagao

da bebida; o processo pode ser em garrafas, latas e barris (CERVIERI et al., 2014).

2.3.1 Fermentagao

Atualmente, com o mercado de cervejas artesanais em constante expansdo, a
industria tem buscado aumentar a rentabilidade do processo cervejeiro e criar produtos de
melhor qualidade para o consumidor geral. O consumo de carboidratos comumente residuais
permitiria cervejas com maior porcentagem alcoolica, melhor aproveitamento do malte
utilizado e um produto final com menor quantidade de agtcares.

Sabe-se que a fermentacdo pode ser resumidamente dividida em trés principais
estagios. A fase lag, periodo em que as leveduras se adaptam ao ambiente no qual foram
inoculadas, ndo ocorre significativo consumo de carboidratos, porém as células ja estdo
metabolicamente ativas e consomem componentes do mosto como oxigénio e nitrogénio. A
fase de crescimento ou de fermentagdo propriamente dita € o periodo em que as leveduras
utilizam carboidratos como glicose, frutose, maltose e maltotriose para reproducdo, producao
de etanol e CO, entre outros componentes capazes de influenciar o produto final. Por tltimo
h4 a fase estaciondria, nutrientes do mosto j4 ndo possuem concentracdes altas o suficiente
para que as leveduras mantenham a metabolizacdo dos carboidratos e as células entram em
estado de quase dorméncia e as taxas de floculagdo e sedimentacdo das leveduras se elevam

(LIVENS, 2016 & HARRISON, 2017).
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A fermentagdo alcodlica acontece em condi¢des anaerdbicas, com a utilizacdo de
acucares como glicose e frutose sdo convertidos por meio da glicdlise em ATPs, produzindo
etanol e didxido de carbono como compostos secundarios originarios do acido piravico
formado no processo (ALEXANDRINO, 2012). Por meio do quociente respiratorio proposto
por Kockova-Kratochvilova no ano de 1994, pode-se avaliar a forma com que a levedura esta
metabolizando os agucares, trata-se de uma equagdo simples na qual o CO, produzido ¢
dividido pelo O consumido nos tanques de fermentacao.

Entre os carboidratos presentes na cerveja, maltose, glicose e maltotriose respondem
por até 80% do total no qual o restante ¢ preenchido por frutose, sacarose e acucares que nao
sdo metabolizados pelas leveduras. O consumo dos carboidratos ocorre de maneira
sequencial, a levedura fermenta a sacarose, quase que simultaneamente com a glicose e ap6s o
consumo de cerca de 50% desses, comega a fermentar a maltose; somente ao final da maltose
que os microrganismos come¢am a utilizar a maltotriose como fonte de energia (LEI, 2016).
Novamente, a maltotriose ¢ o maior problema enfrentado pelos cervejeiros pois sua taxa de
fermentagdo ¢ lenta e tardia, levando a menor rendimento e cervejas com altos niveis de
actucar. Alguns estudos apontam cepas que dao a maltotriose outra finalidade além da
producdo de etanol, como por exemplo, fonte de carbono e energia para a reprodugdo celular
(JUNIOR, 2010).

Para que o processo de fermentacao ocorra com maior controle e de forma adequada,
checar a viabilidade celular das leveduras e realizar a contagem de células se torna um bom
indicativo sobre eventuais complicagdes. Parametros que servem como indicadores sao:
crescimento celular, floculagao, consumo de carboidratos, reducao de pH, producao de etanol
e CO,. Proximo do ultimo dia de fermentacao a checagem sobre a presenga de bolhas de CO;
e a medicdo de densidade (permite calcular a quantidade de agticar no mosto) também sao
bons parametros para avaliar se o processo continua ocorrendo € em qual intensidade
(WALKER,2018). A fermentagao pode ocorrer de diversas maneiras e varia com a quantidade
de produto desejado, espaco fisico disponivel e o dinheiro investido no processo de criagdo da
cerveja. Dentre as variacdes, continua, batelada, batelada alimentada, semi-continua, através
de fermentacdo imobilizada sdo as mais comuns e vistas dentro das cervejarias e
microcervejarias (PUTMAN, 2018).

Manter as leveduras nutridas também ¢ um fator crucial quando se busca aumentar o
rendimento alcodlico dos microrganismos, além dos agucares. S. cerevisiae também necessita
de minerais, nitrogénio, oxigénio para crescimento celular e um controle adequado da

temperatura, que varia de acordo com a cepa utilizada e o tipo de fermentacdo que ird ocorrer.
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A falta de nitrogénio pode paralisar a fermentacdo quase que completamente de acordo com o
pesquisador Ingledew. No geral, as leveduras s3o a peca chave para todo o processo
acontecer. A industria encontra-se com barreiras e limitacdes que no futuro abrirdo portas

para novas cepas, maior rendimento etanolico e lucros maiores para os cervejeiros.

2.4 Glicerol e seus efeitos

Descoberto em 1779 por Karl WihelmScheele através da saponificagdo de azeite de
oliva, o glicerol ¢ um polidlcool amplamente utilizado pela industria moderna. Encontra-se o
uso de glicerol no processo de fabricacdo de biodiesel, farmacos, alimentos € cosméticos
(AGEITECQ).

Especificamente para a industria cervejeira, o glicerol ¢ citado como responsavel por
dar viscosidade ao produto final, dar a cerveja toque adocicado em seu sabor e influenciar a
resisténcia das leveduras frente ao estresse osmotico. Altas quantidades de glicerol também
estdo relacionadas a bebidas fermentadas com menores porcentagens de etanol, otimizagdes
para a geragao de glicerol sdo boas alternativas para a produgdo de bebidas mais saborosas e

com menores teores alcoolicos (ZHAO, 2015).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como principal objetivo estudar a cinética da fermentagcdo na

producdo de cervejas Lager e Ale utilizando a levedura SafAle T 58 - Fermentis.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar a viabilidade celular da Saccharomyces cerevisiae nos meios de produgao;
e Avaliar o consumo de substratos durante a fermentagdo Ale e Lager dos mostos;

e Analisar a producdo de etanol e glicerol com os diferentes tipos de fermentacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os experimentos foram realizados nos laboratorios dos cursos de Biotecnologia e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Campus Patos de
Minas — Minas Gerais.

Para o preparo de 10 L de mosto foram utilizados 3,250 Kg de malte, composto por
2,750 Kg de malte pilsen,e 250 g de blond malte e 250 g de malte de trigo. Todos os graos
foram moidos e misturados. A moagem dos graos € uma etapa necessaria para aumentar a
superficie de contato, ocorrendo antes do processo de mosturagdo. Foram utilizados também
17,5 g de lapulo, sendo 5 g do lipulo aromatico Saaz (2,87% AA) e 12,5 g do lapulo de
amargor Nugget (12,5% AA). As fermentacdes das cervejas Ale e Lager foram realizadas por
meio da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (SafAle T 58 - Fermentis).

Utilizou-se o processo de fabricacdo da cerveja conhecido como metodologia BIAB
(Brew In A Bag). 20% da agua utilizada durante a brassagem, fervura e lavagem ¢ perdida,
portanto, foram utilizados 13 litros de dgua em pH 7,22 com o intuito do resultado final ser
proximo a 10 litros de cerveja (BREWBLOG, 2019).

Utilizou-se um caldeirdo com capacidade para 15 litros, saco voal, colher de plastico,
termometro de imersao, fogdo industrial de alta pressao, bomba a vacuo e recipiente para

auxiliar no resfriamento do mosto.

4.2 Metodologias

4.2.1 Brassagem, filtracao e fervura do mosto

Os 13 litros de agua utilizados no total foram adicionados ao caldeirdo juntamente
com os graos de malte pilsen, bond e de trigo ja triturados e moidos. A etapa de mosturacao
foi realizada inicialmente mantendo a temperatura em 62°C durante 1 hora, para a agdo da
beta-amilase, evitando passar dos 65°C. Ao longo da etapa, pequenas amostras eram retiradas
para avaliar a quantidade de amido presente no caldo por meio do teste de iodo, teste
indicativo que permite visualizar a presenca ou ndo de amido no mosto, apresentado na Figura
2. Para finalizar a etapa elevou-se a temperatura para 75°C por 5 minutos, para inativacdo das

enzimas, nao ultrapassando os 80°C, evitando a presenca de tanino na mistura.
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Figura 2: Teste de iodo para quantificagdo visual do amido.

Para realizar a filtracdo, retirou-se as cascas e residuos de malte erguendo saco voal
contendo os graos do malte e suas cascas para que todo o caldo permanecesse no caldeirdo e
escorresse de volta para o mesmo. Apos o preparo do mosto iniciou-se a etapa de fervura que
durou 60 min. Apds os 10 minutos de fervura, o lupulo Nugget foi adicionado afim de dar ao
mosto caracteristicas como o tradicional amargor desejado na bebida e em 50 minutos de
fervura adicionou-se o liapulo aromatico Saaz, além de 125 g de aglicar mascavo.

A etapa de resfriamento, importante para conseguir o mosto a temperatura ambiente,
foi realizada utilizando uma bomba a vacuo para a recirculagdo do fluido, gerando troca
térmica com os graos de malte e gelo gel em contato com as paredes do caldeirao.

Por fim, o mosto foi transferido para os Erlenmeyers onde ocorreram as
fermentagdes. Para a etapa de fermentacdo foram utilizados 3 Erlenmeyer de 250 mL
adaptados preenchidos com 225 mL de mosto e contendo 0,13 g de fermento, apresentados na
Figura 3 Nas fermentagdes Lager a temperatura foi mantida em 10°C e nas fermentagdes Ale

a temperatura foi mantida em 20°C, todas na incubadora BOD.

Figura 3 — Estruturas adaptadas para fermentagdo das cervejas ALE e LAGER. Ligado aos Erlenmeyers
contendo o mosto estéo tubos conectados a garrafas de agua, permitindo a saida de CO, do sistema fermentativo,

bem como impedindo a entrada de O».
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Fonte: Autor (2019)
4.2.2 Determinagao do pH

A analise do pH foi realizada por um pHmetro como mostrado na Figura 4,
possibilitando uma rapida e adequada medida do pH (IAL, 2008). O acompanhamento do pH
foi realizado na 4gua utilizada na etapa de brassagem, apos a adicdo do malte e ao final da

fervura.

Figura 4 — pHmetro utilizado para as leituras de pH na pesquisa.

Fonte: Autor (2019)

4.2.3 Determinagao da Densidade
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A densidade do mosto fabricado foi medida por meio de um densimetro, instrumento
de vidro que possui escala numérica interna. Com uma proveta preenchida de mosto, colocou-
se 0 equipamento dentro da solucdo para avaliar, por meio da for¢a de empuxo qual seria o

valor apontado.

4.2.4 Viabilidade celular

As amostras foram retiradas do reator diariamente e diluidas com solugao 5 mM de
EDTA em Tampao Citrato pH 3, mantidas nestas condigdes por 30 minutos para
desfloculagao das células, para possibilitar a contagem das mesmas em Camara de Neubauer
(MATSUMOTO et al., 2002). Para a realizagdo das leituras em Camera de Neubauer as
amostras eram diluidas 100 vezes com tampao citrato com EDTA. Cada baldo era agitado de
10 em 10 minutos por 30 minutos, tempo necessario para acontecer a desfloculacdo e inicio
da contagem (Figura 5).

O tampao citrato foi obtido preparando as solu¢des A e B: a solucdo (A): Pesou-se
21,0 g de acido citrico em um bécker utilizando uma balanga analitica e posteriormente foi
diluido em 1 litro de agua destilada. Para a solucdo (B), foram pesados 31,328 g de Citrato de
Sodio Diidratado e foi diluido em 1 litro de agua destilada assim como a solugao A.Apds o
preparo de ambas as solugdes, para produzir 100 mL de tampao foram necessarios 46,5 mL da
solu¢ao A e 3,5 mL da solugdao B, os outros 50 mL foram preenchidos com agua destilada.
Por fim, com o tampao preparado e em pH 3, adicionou-se 0,74448 g de EDTA ao tampao.

As amostras pertencentes a cerveja Ale foram analisadas todos os dias durante os
seus 7 dias de fermentacdo e da cerveja Lager realizou-se as analises a cada 2 dias de

fermentagao, totalizando 7 contagens ao longo de seus 14 dias de fermentagao.

Figura 5 — Materiais utilizados para preparar as amostras para a contagem de células. Nos baldes foram

realizadas as dilui¢des de 100 vezes e no béquer se acrescentava o corante azul de metileno.
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Fonte: Autor (2019)

O corante azul de metileno ¢ utilizado para facilitar a visualizagdao das células e para
a distingdo entre leveduras mortas e vivas como mostrado na Figura 7, as células coradas

estdo mortas e as células onde o corante ndo consegue penetrar estao ativas metabolicamente.

O calculo realizado para determinar a quantidade de células por mL ¢ apresentado na
Equagdo 1, onde C1 e C2 correspondem aos retangulos no centro da placa.

CéVmL = ((C1+C2)/2) x 2,5 x 1075 x Diluicdo (1)

Figura 6 — de Camara de Neubauer, semelhante a utilizada no presente trabalho.

0,100mm bt 7 ”

Tiefo C€
Profondeur -
0,0025mm’

Fonte: E-LAB COMMERCE (2019)

Figura 7 — Camara de Neubauer contendo amostra sendo visualizada em microscopio optico em aumento de

40X. As células transparentes sdo células vivas, enquanto as coradas com o azul de metileno sdo células mortas.
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Fonte: Autor (2019)

4.2.5 Analise das concentragdes de agucares e alcool

As amostras foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos com o objetivo de
separar o material mais denso do menos denso (Figura 8). O centrifugador utilizado ao longo
do estudo foi o NEOFUGE 15R que apresenta caracteristicas como sistema de deteccao
automatico de desequilibrio, capacidade para até 16000 rpm e controle térmico entre -10 a 40
graus celsius (MEDICAL EXPO).

As concentragdes de aglcares (glicose, frutose e maltose), etanol e glicerol foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em todos os experimentos. O processo
cromatografico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a fase movel e a
fase estaciondria. A amostra foi diluida, filtrada e injetada no sistema cromatografico, marca
Shimadzu, coluna HI-PLEX Ca, na qual os componentes sdo separados e detectados por
refracdo de luz. A solucdo de arraste utilizada foi dgua deionizada, o fluxo de bomba 0,5

mL/min, temperatura do forno de 80°C e volume de injecdo de 20 microlitros.

Figura 8 — Amostra centrifugada.
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Fonte: Autor (2019).

Figura 9 — Cromatdgrafo Liquido utilizado para leitura das amostras.

Fonte: Autor (2019).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anilise do pH durante a mosturacio

Durante a fabricagdo da cerveja sdo esperadas pequenas alteragdes no valor medido
de acordo com a etapa, fervura do mosto, fermentacdo e até mesmo a maturacdo. O mosto
cervejeiro apresenta boas capacidades tamponantes, evitando que grandes alteracdes ocorram

durante a producao da bebida (LI et al, 2015).
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Neste estudo, o pH da agua utilizada estava 7,22 a 28°C, temperatura ambiente. Uma vez
adicionado o malte, o valor sofreu uma queda de 1,02 atingindo valor de pH igual a 6,20 na
temperatura de 30,5°C e durante a fervura do mosto, alcangou-se o valor mais baixo medido,
5,75 estabilizando para 5,85 ao final da fervura. Esse valor estava adequado para a produgao
de cervejas de baixa gravidade que apresentam valores entre 5,5-6 ¢ ndo muito distante dos
valores ideais para as principais enzimas (LI et al, 2015). Determinar o valor de pH ao longo
de cada etapa proporciona parametros preliminares do resultado final. Pouco se avalia o pH
durante a brassagem dos graos e mosto cervejeiro. Essa negligéncia impede corregdes e que
remediagdes sejam feitas a tempo de evitar maiores problemas ao longo da cadeia de
producgdo como por exemplo a atividade enzimatica das B-amilase e a-amilase que possuem
pH 6timo entre os valores de 5,2 e 5,5 respectivamente. Em outras etapas como a fervura, o
valor de pH serve como parametro para avaliar a preservacdo de substancias responsaveis
pelo amargor que de acordo com a literatura apresentam valores Otimos entre 5,1-5,2

(BAMFORTH, 2001).

5.2 Densidade do mosto

Ao final do preparo do mosto a densidade obtida foi de 1,085 g/cm’. Dado
importante para o calculo de agucares presentes no mosto primitivo da cerveja e utilizado

como marco inicial da  produgdo antes da  fermentagdo ter  inicio.

5.3 Analise do processo fermentativo

Durante a etapa de fermentagcdo das cervejas notou-se uma rapida sedimentagdo ao
fundo dos reatores em ambos os estilos de fermentagdao Ale e Lager. Sabe-se por meio da
literatura que a floculagdo prematura faz com que o rendimento na conversao do agliicar em
etanol caia, gerando cervejas com maiores quantidades de agucares ndo fermentados e outras
substancias indesejaveis para o consumo como as causadoras de off-flavors ja que as
leveduras possuem menor contato com a composi¢ao do mosto estando rodeadas de outras
cpelulas (SUHRE, 2014).
Uma das caracteristicas mais importantes para a inddstria em termos econdmicos e de
padronizagdo da producdo ¢ a capacidade que as leveduras apresentam para flocular. Uma vez
sedimentadas ¢ possivel remové-las com maior facilidade do reator para preservacdo e
reutilizagdo em futuras fermentagdes. A floculacdo ¢ um evento facilmente identificado por
aglomerar milhdes de células e pode ocorrer em variados valores de pH e temperatura. E
esperado que leveduras tipicamente utilizadas para fermentagdes Lager sedimentem no fundo
do reator e leveduras Ale permane¢am em suspensdo (CALLEJA,1993; BASSO, 2019). Na
Figura 10 € possivel observar as leveduras sedimentadas nos processos de fermentacdo das
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cervejas Ale e Lager. As andlises de acucares redutores, alcoois e concentragdo celular
durante o processo de fermentacdo Ale sdo apresentados nas Figuras 11, 12 e 1
respectivamente.

Figura 10 — Imagem aproximada do sistema de fermentagdo. Nela, € possivel visualizar uma camada clara ao

fundo do Erlenmeyer, sendo esta camada as leveduras floculadas.

Fonte: Autor (2019).

Figura 11 — Concentragdo dos Agucares Redutores Totais (ART) presentes ao longo da fermentagdo da cerveja

do tipo ALE. O teor de ART em g/L em cada dia foi obtido através da leitura por HPLC.
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Figura 12 — Concentragdo de Etanol produzido ao longo da fermentac@o da cerveja do tipo ALE. O teor de

etanol em  g/L
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Figura 13 — Viabilidade celular das leveduras ao longo da fermentacdo da cerveja do tipo ALE. A concentracao
de células (células por mL) foi quantificada através da contagem na camara de Neubauer usando azul de

metileno como corante.
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O valor analisado no 1° dia de fermentacdo acredita-se ser decorrente de erro
experimental, pois uma vez inativadas as enzimas nao realizariam a hidroélise dos agucares. A
partir do 2° dia de fermentacao observa-se um perfil de consumo de substrato atingindo 5 g/L
ao final do 7° dia de fermentagao.

A producao de etanol foi intensa nas primeiras 48 horas de fermentacao atingindo 67
g/L de etanol, e entdo, manteve-se uma produgdo crescente, porém menos acentuada, até o
fim da etapa de fermentagao, alcancando 77 g/L de etanol no final do 7° dia.

A concentra¢do celular de Saccharomyces cerevisiaena cerveja ale cresceu até
metade da etapa de fermentacdo, atingindo pico de 2,1.10® células/mL e depois estabilizou-se
até o fim do processo, comportamento esperado de leveduras no fim de fermentagdes com a
fase estacionaria. As analises de acucares redutores, alcoois € concentracdo celular durante o

processo de fermentacdo LAGER sao apresentados nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente.
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Figura 14 — Concentrag¢do dos Acucares Redutores Totais (ART) presentes ao longo da fermentacdo da cerveja

do tipo LAGER. O teor de ART em g/L em cada dia foi obtido através da leitura por HPLC.
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Fonte: Autor (2019).

Figura 15 -Concentracdo dos de Etanol produzido ao longo da fermentago da cerveja do tipo LAGER. O teor

de etanol em g/L em cada dia foi obtido através da leitura por HPLC.
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Fonte: Autor (2019).

Figura 16 — Viabilidade celular das leveduras ao longo da fermentacdo da cerveja do tipo LAGER. A
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concentracdo de células (células por mL) foi quantificada através da contagem na cdmara de Neubauer usando

azul de metileno como corante.
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Observando as andlises obtidas durante a fermentacdo da cerveja Lager, pode-se
notar um consumo muito intenso dos agtcares redutores presentes no mosto, COm 0S mesmos
atingindo concentragdes de 1,52 g/L ja no quarto dia de fermentagdo e as fermentagdes a
baixas temperaturas durando em média 14 dias.

O numero de células foi alto ao longo da fermentagdo nos reatores Lager, atingindo
concentracdes de 8,7. 10°cél/mL, sendo bem superior ao atingido na fermentacdo tipo Ale. As
concentragdes de etanol obtidas foram baixas e manteve o valor proximo a 7,99 g/L de etanol
a partir do 2° dia de fermentacao, o que indica uma fermentacao irriséria. Resultado este que
indica que a levedura Saccharomyces cerevisiae SafAle T 58 especifica para a producdo de
cervejas tipo Ale com fermentagdes a altas temperaturas ndo conseguiu fermentar em
condicdes a baixa temperatura.

Por meio do gréfico é possivel observar que em condi¢des tipicas de fermentacio
Lager, a levedura_T58 ndo foi capaz de fermentar os aglcares para a sintese de etanol,
observando concentragdes muito inferiores as obtidas na cerveja Ale. Essas andlises levam a
crer que as leveduras utilizaram os carboidratos como fonte energética para outras vias

metabolicas e fungdes fisiologicas como a reprodu¢do (LEI, 2016).
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A viabilidade celular ¢ um dado muito importante na avaliagdo final do processo de
fabricacdo cervejeiro. Por meio dessa andlise pode-se obter resultados preliminares
correspondentes ao possivel rendimento alcoolico, consumo e uso de nutrientes disponiveis,
carboidratos fermentados, além de ser um indicativo das condi¢des as quais se realizou o

experimento.

5.4 Producio de glicerol durante a fermentacao

Durante analises realizadas para as cervejas Ale e Lager foram analisadas as
concentragdes de glicerol ao longo da etapa de fermentacao mostradas respectivamente pelas

Figuras 17 e 18.
Figura 17 - Concentracdo de Glicerol produzido ao longo da fermentagdo da cerveja do tipo ALE. O teor de

glicerol em g/L em cada dia foi obtido através da leitura por HPLC.
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Fonte: Autor (2019)
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Figura 18 - Concentragdo de Glicerol produzido ao longo da fermentagdo da cerveja do tipo LAGER. O teor de

glicerol em g/L em cada dia foi obtido através da leitura por HPLC.
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Fonte: Autor (2019)

Comparando os dois tipos de fermentagdo, observa-se valores bem mais altos na
producdo de cerveja Ale do que na producao de cerveja Lager, mais um indicio que a levedura
nao foi capaz de fermentar em baixas temperaturas, ja que a espécie da levedura foi especifica
para fermentacdo a temperaturas mais elevadas. Ao longo da fermentacdo da cerveja Ale
percebe-se um pico no dia 4, com concentragdo lida em 6,049 g/L de glicerol enquanto a
média geral ao longo da fermentacdo foi de 4,93 g/L. Com a cerveja Lager, as concentragdes
de glicerol apresentou um pico no terceiro dia apresentando 1,95 g/L e uma média geral de
1,45 g/L ao longo dos 14 dias de fermentagao.

Zhao (2015) cita em seu trabalho uma discordancia entre dois outros trabalhos que
atestam limites médios de glicerol em cervejas variando de 1-3 g/L a 10 g/L e obtém em seu
trabalho por meio de optimizagdes para a produgdo de glicerol concentragdes de até 8,7 g/L.

Altas concentragdes de glicerol também podem ser justificadas pela ocorréncia de
fermentacdo em meios de pH maiores do que 4, que favorecem a viabilidade celular e

consequentemente a producdo de glicerol. Outro fator que favorece a producdo de glicerol ¢ a
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temperatura em que a fermentacdo ocorre, temperaturas elevadas fazem com que as leveduras
fiquem susceptiveis a toxicidade causada pelo etanol, levando a vias metabdlicas secundarias
produtoras de glicerol (FAVONI, 2018)

Desta forma, a elevada concentracdo de glicerol na cerveja Ale quando comparada
com a leitura do reator Lager pode ter sido consequéncia da alta sintese de etanol obtida ao

longo da fermentacdo aliada ao pH de valor superior a 5 do mosto utilizado no experimento.

6. CONCLUSAO

As andlises realizadas revelam que o desempenho da levedura T58 em condigdes
tipicas de fermentacdo Ale ocorreu de maneira natural. A levedura foi capaz de realizar a
sintese de etanol através da fermentacdo dos agucares atingindo concentracdes tipicas de
crescimento celular ao passo que produziu alta concentracao de etanol e glicerol.

A fracdo do experimento realizada sob condigdes de fermentacdo Lager nao
apresentou desempenho satisfatorio e viavel para a produgdo de cerveja, os acucares foram
rapidamente consumidos sem resultar na sintese de etanol. Observou-se a tendéncia do
fermento T58 em priorizar o crescimento celular e ndo a sintese de produtos como CO-,

glicerol eetanol.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
1. Acompanhar o processo fermentativo nos dois primeiros dias de 6 em 6 horas.
2. Fazer massa seca das células para comparar com as analises com a Camara de
Neubauer
3. Fazer andlise por DNS para acompanhar os ART.
4. Tirar pontos durante a mosturacao para verificar a agdo das enzimas

5. Quantificar os esteres pelo CG durante as etapas de maturagao.



35

REFERENCIAS

AGEITEC. Glicerol. Disponivel em:
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/agroenergia/arvore/ CONT0001) 1 mqgo602wyiv802
hvm3j818huet.html . Acesso em: 18 nov. 2019.

ALEXANDRINO, Natalia. Melhoramento de leveduras para fermentacio com alto teor
alcodlico mediante hibridacdo e evoluciao adaptativa. Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos
Basso. 2012. 102 p. Dissertacao (Mestre em Ciéncias) - Universidade de Sao Paulo Escola
Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Piracicaba, 2012. Disponivel em:
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11138/tde-20092012-084510/pt-br.php. Acesso
em: 30 out. 2019.

ALMEIDA e SILVA, J. B. Cerveja. In: VENTURINI FILHO W. G. Tecnologia de bebidas.
Sao Paulo: Edgard Blucher, 2005. P. 347 — 378 p.

Anderson, H. E., Santos, I. C., Hildenbrand, Z. L., & Schug, K. A. (2019). A Review of the
Analytical Methods used for Beer Ingredient and Finished Product Analysis and Quality
Control. Analytica Chimica Acta. doi:10.1016/j.aca.2019.07.061

ANGELONI, Luis Henrique Poleto. Cerveja envelhecida em barril de madeira, aspectos
quimicos e microbioldégicos. Orientador: Prof. Dr. André Ricardo Alcarde. 2016. 95 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Universidade de Sao Paulo Escola Superior de Agricultura "Luiz

de Queiroz", Piracicaba, 2016. Disponivel em:
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11141/tde-03022016-155528/pt-br.php. Acesso
em: 27 out. 2019.

BAMFORTH, Charles W.. PH in Brewing: An Overview. Technical Quarterly, Department of
Food Science & Technology, University of California, Davis, CA, USA., v. 38, n. 1, p. 1-9,
fev./2001.

BARNETT, J. A. A history of research on yeasts2: Louis Pasteur and his contenporaries,
1850-1880. Yeast, 2010, V. 16, p. 755-771.

BASSO, Rafael Felipe. Caracterizacao de leveduras nio convencionais para producio de
cervejas. Orientador: Sandra Helena da Cruz. 2019. 112 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos) - Universidade de Sao Paulo Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz", Piracicaba, 2019. Disponivel em:
https://teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11141/tde-04092019-104704/pt-br.php. Acesso em:
10 nov. 2019.



36

Bogdan, P., & Kordialik-Bogacka, E. (2017). Alternatives to malt in brewing. Trends in Food
Science & Technology, 65, 1-9. doi:10.1016/;.tif5.2017.05.001

BREWBLOG. Fazendo cerveja caseira através de BIAB. Disponivel em:
https://www.lamasbrewshop.com.br/blog/2018/06/fazendo-cerveja-caseira-atraves-de-biab.html .
Acesso em: 19 out. 2019.

CALLEJA, Gode B.. Hooks, loops, and the shallow minimum: mechanistic aspects of yeast
flocculation . Elsevier Science : subtitulo da revista, D&man Institut. P-9 Dalan Races, Area
14, UP Campus. Diliman. Lunsod Quezon, Philippines , v. 2, n. 2, p. 133-149, jun./1994.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0927776594800286. Acesso
em: 4 nov. 2019.

CARVALHO, G. B. M.; BENTO, C. V.; SILVA, J. B. A. elementos biotecnoldgicos
fundamentais no processo cervejeiro: 1 parte — as leveduras. Revista analytica, Sao Paulo, v.
25, p. 36-42, out/nov 2006.

CASTRO, Orerves Martinez. Obtencao de cerveja super concentrada com a utilizacao de
xarope de milho com adjunto de malte. Orientador: Jodo Batista de Almeida ¢ Silva. 2014.
149 p. Dissertacao (Mestre em Ciéncias) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Departamento de Biociéncias Curso de Bacharelado em Biotecnologia, Lorena, 2014.
Disponivel em: https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/97/97131/tde-24072014-
151004/pt-br.php. Acesso em: 20 out. 2019.

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO. Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), modelo
Prominence, marca SHIMADZU. Disponivel em:

http://www.ccs.ufes.br/sites/ccs.ufes.br/files/equipamentos labiom.pdf . Acesso em: 30 out.
2019.

CERVIERI JUNIOR, Osmar ¢ colab. O setor de bebidas no Brasil. BNDS Setorial, n. 40, p.
93-130, 2014. Disponivel em: <https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS
40 O setor de bebidas no Brasil P.pdf>.

CONCERVEIJA. Diacetil ? Série Off Flavors (Falhas na Cerveja). Disponivel em:
https://concerveja.com.br/diacetil/ . Acesso em: 27 out. 2019.

Dedk, T., 2008. Handbook of Food Spoilage Yeasts, second ed. CRC Press, USA. du Toit, M.,
Pretorius, 1.S., 2000. Microbial spoilage and preservation of wine: using weapons form


https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%2040%20O%20setor%20de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf
https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%2040%20O%20setor%20de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf

37

nature's own arsenal — a review. South African Journal of Enology and Viticulture 21, 74-96.

DOCPLAYER. CARACTERIZACAO DA AGUA E SUA INFLUENCIA SENSORIAL
PARA PRODUCAO DE CERVEJA ARTESANAL. Disponivel em:
https://docplayer.com.br/65054448-Caracterizacao-da-agua-e-sua-influencia-sensorial-para-
producao-de-cerveja-artesanal.html . Acesso em: 15 out. 2019.

DURELLO, Renato da Silva. Quimica do sabor de cervejas: detalhes moleculares de
lapulos (Humulus lupulus) cultivados no Brasil no processo cervejeiro. Orientador: Stanislau
Bogusz Junior. 2019. 93 p. Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) - Universidade de Sao Paulo
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Sao Carlos, 2019. Disponivel em:
https://teses.usp.br/teses/disponiveis/75/75135/tde-03072019-104531/en.php. Acesso em: 4
nov. 2019.

E-LAB COMMERCE. Camara Neubauer - Dupla Melhorada. Disponivel em: https://e-
labcommerce.com/camara-neubauer-dupla-melhorada. Acesso em: 25 nov. 2019.

EMBRAPA. Aspectos economicos e conjunturais da cultura da cevada. Disponivel em:
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p do139.htm.  Acesso em: 4  set. 2019.

FALTERMAIER, A., Waters, D., Becker, T., Arendt, E., & Gastl, M. (2014). Common wheat
(Triticum aestivumL.) and its use as a brewing cereal - a review. Journal of the Institute of
Brewing, 120(1), 1-15. doi:10.1002/jib.107

FILLAUDEAU, L.; Blanpain-Avet, P.; Daufin, G. Water, Wastewater and Waste
Management in Brewing Industries. J. Clean. Prod. 2006, 14, 463-471.

flocculation. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2(1-3), 133-149. doi:10.1016/0927-
7765(94)80028-6

FONTOURA, C. R. D. O. et al. Uso do simulador de processos no estudo da engenharia
quimica: uma aplicacdo no processo de producao de cerveja. BrazilianJournal of
Development: subtitulo da revista, Av. Expedicionario Oswaldo de Almeida Ramos, n° 280 —
Centro, Vassouras — RJ, Brasil, v. 5, n. 8, p. 11724-11745, ago./2019. Disponivel em:
http://www.brjd.com.br/index.php/BRJD/article/view/2745/2731 . Acesso em: 27 out. 2019.

Gallone, B., Mertens, S., Gordon, J. L., Maere, S., Verstrepen, K. J., & Steensels, J. (2018).
Origins, evolution, domestication and diversity of Saccharomyces beer yeasts. Current
Opinion  in  Biotechnology, 49, 148-155. doi:10.1016/j.copbio.2017.08.005



38

Giovani Branddo Mafra De; SILVA, Camila Vieira Bento E Jodo Batista De Almeida E.
ELEMENTOS BIOTECNOLOGICOS FUNDAMENTAIS NO PROCESSO CERVEJEIRO:
1° PARTE — AS LEVEDURAS. Revista Analytica, n. 25, out./nov. 2006.

GOES-FAVONI, S. P.; MONTEIRO, A . C. C.; DORTA, C.; CRIPPA, M. G.;
SHIGEMATSU, E.. Fermentagdo alcodlica na producdo de etanol e os fatores determinantes
do rendimento. Revista Ibero Americana de Ciéncias Ambientais, v.9, n.4, p.285-296, 2018.
DOI:http://doi.org/10.6008/CBPC2179-6858.2018.004.0023

Harrison, M. A., & Albanese, J. B. (2017). Beer/Brewing . Reference Module in Life
Sciences. doi:10.1016/b978-0-12-809633-8.13014-6 HUGHES, G. Cerveja Feita em Casa.
[S. 1.]: Publifolha, 2014.

JUNIOR, Sérgio Luiz Alves. Gendmica do metabolismo de maltotriose em
Saccharomyces cerevisiae: o papel determinante do gene AGT1. Orientador: Boris Juan
Carlos Ugarte Stambuk. 2010. 135 p. Tese (Doutor em Biotecnologia) - UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS, Sdo Paulo, 2010.

JUSBRASIL. As Leis Da Cerveja Artesanal No Brasil. Disponivel em:
https://mazzara.jusbrasil.com.br/artigos/549058900/as-leis-da-cerveja-artesanal-no-brasil
Acesso em: 10 nov. 2019.

Karabin, M., Jelinek, L., Kotrba, P., Cejnar, R., & Dostalek, P. (2018). Enhancing the
performance of brewing yeasts. Biotechnology Advances, 36(3), 691-706.
doi:10.1016/j.biotechadv.2017.12.014

KISHIMOTO, T. et al. Analysis of Hop-Derived Terpenoids in Beer and Evaluation of Their
Behavior Using the Stir Bar—Sorptive Extraction Method with GC-MS: subtitulo do
artigo. Journal of Agricultural and Food Chemistry: subtitulo da revista, Brewing
Research and Development Laboratory, Asahi Breweries Ltd., 1-21, Midori 1-chome,
Moriya-shi, Ibaraki, 302-0106, Japan, v. 53, n. 12, p. 4701-4707, abr./2005.

Lei, H., Xu, H., Feng, L., Yu, Z., Zhao, H., & Zhao, M. (2016). Fermentation performance of
lager yeast in high gravity beer fermentations with different sugar supplementations. Journal
of Bioscience and Bioengineering, 122(5), 583-588. doi:10.1016/j.jbiosc.2016.05.004

LEME, ALEXANDRE MONTAGNANA VICENTE. EFEITO DE DIFERENTES
LEVEDURAS E CONCENTRACOES DE INOCULO NO AMARGOR DA CERVEJA.
Orientador: Flavio Luis Schmidt. 2017. 73 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Alimentos) - Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas,



39

Campinas, 2017. Disponivel em:
http://repositorio.unicamp.br/jspui/handle/REPOSIP/330829. Acesso em: 23 out. 20109.

Li, H., Liu, F., Kang, L., & Zheng, M. (2015). Study on the buffering capacity of wort.
Journal  of the Institute of Brewing, 122(1), 138-142. doi:10.1002/jib.286

LIMA, Muriel Santos de. Caracteristicas do mercado cervejeiro no Brasil e a importancia
da propaganda na decisio de compra dos consumidores. Orientador: Maria Carolina
Azevedo Ferreira de Souza. 2014. 80 p. Tese (Bacharel) - UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS INSTITUTO DE ECONOMIA, Campinas, 2014. Disponivel em:
http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?view=000944450. Acesso em: 26 set.
2019.

Livens, S. (2016). Beer: Fermentation. Encyclopedia of Food and Health, 339-
344. doi:10.1016/b978-0-12-384947-2.00059-3

MATSUMOTO, T. et al. Construction of Yeast Strains with High Cell Surface Lipase
Activity by Using Novel Display Systems Based on the Flolp Flocculation Functional
Domain: subtitulo do artigo. Applied and Environmental Microbiology: subtitulo da
revista, Local, . 68, n. 9, p. 1-7,  dez./2005. Disponivel  em:
https://aem.asm.org/content/68/9/451 7#ref-list-1. Acesso em: 15 set. 2019.

MEDICAL  EXPO. CENTRIFUGA DE LABORAT(')BIO /" DE BANCADA /
AUTOMATICA / DE CACAMBA MOVEL. Disponivel em:
https://www.medicalexpo.com/pt/prod/heal-force/product-69536-501360.html . Acesso em: 10
nov. 2019.

MENDES, D. Curso basico de elaboracio de cervejas artesanais, Frei Tuck, 2006.

Monerawela, C., & Bond, U. (2017). Brewing up a storm: The genomes of lager yeasts and
how they evolved. Biotechnology Advances, 35(4), 512-519.
doi:10.1016/j.biotechadv.2017.03.003

MORADQO, R. Larousse da Cerveja. Sao Paulo: Larousse do Brasil, 2009

OLIVEIRA, A. S. P. et al. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: 1 edicdo
digital. 4. ed. Sao Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 2005. p. 100LIVEIRA, A. S. P. et
al. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: 1 edicdo digital. 4. ed. Sdo Paulo:
Instituto Adolfo Lutz, 2005. p. 103-104. 3-104.



40

PALMER, C. K. A. J. Water: A Comprehensive Guide for Brewers. 1. ed. Boulder, Colorado:
Brewers Publications, 2013. p. 96-127.

PINTO, MARIANA BARRETO CARVALHAL. ISOMERIZACAO DE ACIDOS
AMARGOS DE LUPULO CASCADE CULTIVADO NO BRASIL E SEU
DESEMPENHO DURANTE A FERMENTACAO DA CERVEJA. Orientador: Flavio
Luis Schmidt. 2018. 82 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) -
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Campinas, 2018.

PUTMAN, R. (2018). What goes around comes around. The rise and fall and rise gain of
continuous brewery operations. Brewer and Distiller International, 14, 42e50.

SAKAMOTO, K.; MARGOLLES, A.; VAN VEEN, H. W.; KONINGS, W. N. Hop
resistence in the beer spoilage bacterium Lactobacillus brevis is mediated by the ATP-bindind
cassette multidrug transporter hora. Journal of Bacteriology, 2001, v.183, p. 5371-5375.

SAMI, A.; IKEDA, M.; YABUUCHI, A. S. Evaluation of the Alkaline Methylene Blue
Staining Method for Yeast Activity Determination. Journal of Fermentation and
bloengineering, 1994, v. 78, p. 212-216.

SANTOS, S. Os primordios da cerveja no Brasil. 2 ED. Cotia, SP: Atélie Editorial, 2004.

SCHLENK, F. Early research on fermentation — a story of missed opportunities. Trends
Blochem Sciences, 1985, v. 10, p. 252-254.

SCIENCE OF BEER. Os segredos do lapulo. Disponivel em:
https://www.scienceofbeer.com.br/br/equipe/interna/leonardo-sewald-25. Acesso em: 18 set.
2019.

SICARD, D.; LEGRAS, J. Bread, beer and wine: Yeast domestication in the Saccharomyces
sensu stricto complex. Comptes Rendus Biologies, 2011, v. 334, p. 229-236.

SORBO, AMANDA CRISTINA ALFREDO CONTRUCCI. AVALIACAO DAS
PROPRIEDADES DE UMA CERVEJA ARTESANAL TIPO PILSEN
SUPLEMENTADA COM POLPA DE MARACUJA. Orientador: Prof. Dr. Fernando
Broetto. 2017. 64 p. Dissertacao (Mestre em Agronomia) - UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA "JULIO DE MESQUITA FILHO", Botucatu, 2017.

SUHRE, Tais. Controle de qualidade em microcervejarias: avaliacdo da viabilidade,
vitalidade e contaminantes em leveduras cervejeiras. Orientador: Diego Bonatto. 2014. 48 p.



41

Monografia (Bacharel) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul Departamento de
Biociéncias Curso de Bacharelado em Biotecnologia, Porto Alegre, 2014. Disponivel em:
https://lume.ufrgs.br/handle/10183/109901. Acesso em: 2 nov. 2019.

THE EPA  BLOG.Good Beer? It’s in the Water. Disponivel em:
https://blog.epa.gov/2013/02/07/good-beer-its-in-the-water/ . Acesso em: 7 nov. 2019.

VIDGREN, V.; MULTANEN, J.; ROUHONEN, L.; et al. The temperature dependence of
maltose transport in ale and lager strains of brewer’s yeast. Yeast Research, 2010, v. 10, p.
402-411.

Walker, G. M., & Walker, R. S. K. (2018). Enhancing Yeast Alcoholic Fermentations.
Advances in Applied Microbiology. doi:10.1016/bs.aambs.2018.05.003.

WALKER, GM. Yeast Technology. In: Yeast Physiology and Biotechnology (ed. John
Wiley & Sons), pp. 265-320, Wiley, Scotland, 2000.

Weiss, K., Kroschewski, B., & Auerbach, H. (2016). Effects of air exposure, temperature and
additives on fermentation characteristics, yeast count, aerobic stability and volatile organic

compounds in  corn  silage. Journal of Dairy  Science, 99(10), 8053—
8069. doi:10.3168/jds.2015-10323.

ZARNKOW, M. (2014). Beer. Encyclopedia of Food Microbiology, 209-
215. doi:10.1016/b978-0-12-384730-0.00393-1.

Zhao, X., Procopio, S., & Becker, T. (2015). Flavor impacts of glycerol in the processing of
yeast fermented beverages: a review. Journal of Food Science and Technology, 52(12),
7588-7598. doi:10.1007/s13197-015-1977-y.

ZSCHOERPER , Otto; REBELO, Rodolfo. Elaboracio de malte de cevada cervejeira e
adjuntos. Https://www.cervejaemalte.com.br/cursos, 22 fev. 2014. Disponivel em:
https://www.cervejaemalte.com.br/. Acesso em: 25 set. 2019.



