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RESUMO

SANTOS, Iratan Jorge, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, margo de 2005.
cinética de fermentacdes e estudo de metabdlitos e enzimas intracelulares
envolvidas na fermentacao alcodlica cerveeira conduzidas com leveduras
de alta e baixa fermentacdo em diferentes composicbes de mosto.
Orientador: Paulo Henrigue Alves da Silva. Conselheiros. Rogélio Lopes
Branddo e Maria Goreti Almeida Oliveira.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar experimentalmente o
crescimento de diferentes tipos de leveduras cervejeiras (Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces uvarum) em diferentes tipos de mosto (substratos),
contendo arroz, milho, sorgo, maltose e cana como adjunto do malte em
composi¢do. Objetivou-se, assm, verificar se tais composi¢cdes ateram a cinética
de fermentacdo e a atividade de agumas enzimas durante 0 processo
fermentativo em uma temperatura constante. Acompanhou-se também a presenca
de alguns metabdlitos extracelulares (etanol, acetato e glicerol) eglicose, as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas (pH, atenuacdo, contagem de
células, °Brix e densidade) e a qualidade sensorial das cervejas produzidas nas
diferentes condic¢des de substratos e leveduras relatadas anteriormente. Durante o
preparo dos substratos foram determinados os teores de extrato dos mostos
primarios e mostos mistos, a massa dos mostos mistos e 0 rendimento da

mosturacéo. Os processamentos das cervejas foram realizados pel os processos de
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duas massas e infusdo. O mosto foi inoculado com leveduras de alta e baixa
fermentagdo. A fermentagdo transcorreu a 12°C, sendo encerrada quando 80% do
extrato fermentavel foi consumido pelas leveduras. Amostras do caldo
fermentativo foram coletadas em 0, 12, 24, 36, 60, 84, 108, 132, 156 e 180 horas,
no transcorrer da fermentacdo. Por centrifugacéo, as células foram separados e
posteriormente lisadas com pérolas de vidro e congeladas até o momento de
andlise. A quantificacdo enzimatica (dlcool desidrogenase, piruvato
desidrogenase, isocitrao liase, fosfofrutoquinase, glutamato oxaloacetato
transaminase e diacetil redutase) e dos metabdlitos (etanol, glicerol e acetato)
mais a glicose foram realizadas em testes de colorimetria em aparelho Cobas
Fara. Na mosturagédo, o uso dos adjuntos agucarados (cana e xarope de high
maltose) apresentou maior teor de mosto primario, maior teor de mosto misto,
maior massa de mosto e maior rendimento, que represente a eficiéncia da
mosturagdo e a taxa de hidrolise do amido em agUcares.Nas andlises fisico-
guimicas, o pH foi significativo para as variaveis individuais e ndo-significativo
nas interacbes. Existiu diferenca entre as leveduras na contagem de células,
atenuacdo e extrato aparente. A formacgdo de glicerol e etanol apresentou
tendéncia de aumento ao longo do processo e a producgdo de acetato foi variavel,
com bastante oscilacfes. Constatou-se que o consumo de glicose iniciase
efetivamente apés 60 horas. A atividade da alcool desidrogenase apresentou
mai ores picos de producdo em cultivos com alevedura ale, em relacdo alevedura
lager, o que ndo influenciou os niveis de etanol para as duas leveduras. As
melhores atividades da piruvato desidrogenase no cultivo da levedura ale, foi nos
substratos maltose, sorgo e cana e para lager nos substratos cana xarope de high
maltose e arroz. Os maiores picos de produgdo da glutamato oxaloacetato
transaminase foram detectados na levedura ale em cultivo em caldo de cana,
xarope de high maltose e milho e na levedura lager, nos substratos caldo de
cana, arroz e milho. A fosfofrutoquinase teve, para as duas leveduras, maiores
atividades em cultivos no susbtratos arroz. As maiores atividades da isocitrato
liase paralevedura ale foi em cultivo nos substratos caldo de cana e sorgo e para

levedura lager nos substratos arroz e xarope de high maltose. A maior atividade
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da diacetil redutase foi no cultivo em substrato sorgo e na levedura lager, no
cultivo em substrato arroz. Os adjuntos agucarados apresentaram extratos
superiores aos dos amilaceos. Entre os cereais ndo houve diferenca significativa,
o complexo amilolitico da levedura agiu igualmente para os trés adjuntos. Todos
os adjuntos testados séo capazes de produzir meios adequados para producéo de
cervgja. Ndo ha destaque na producéo de etanol entre as leveduras, estando na
faxaideal para producéo de cervegla. O glicerol ndo apresenta grandes variagoes,
sendo ligeiramente superior naleveduraale. O acetato, até o final da fermentacéo
(80% de consumo de acucares), teve tendéncia de produzir cervejas mais écidas,
mas com possibilidade de diminui¢do caso a fermentacdo evoluisse até o final.
Os substratos com diferentes constituicbes quimicas influenciaram o
comportamento enzimatico nas duas leveduras. A atividade da alcool
desidrogenase foi baixa, mas n&o influenciou a producédo de etanol. A piruvato
desidrogenase apresentou maiores atividades na levedura de alta fermentagdo, o
gue caracteriza uma possivel maior disponibilidade de intermediério do ciclo de
Krebs. Apesar de baixa, houve diferenca nas atividades da isocitrato liase entre
as duas leveduras, em substratos diferentes, o que deixa claro que maiores
atividades em alguns substratos caracteriza a presenca de metabdlitos oriundos
do desvio do ciclo do glioxalato, que pode, em certas situacdes, determinar uma
via glicolitica mais fraca. A atividade da glutamato oxaloacetato transaminase
estad fortemente relacionada nesses testes com a formagdo de precursores
(aminoacidos) de substancias essenciais ao sabor da cerveja, em que a atividade
apresentase mais baixa nas amostras de menor aceitacdo, com uso de escala
hedonica. A atividade da fosfofrutoquinase apresentou-se baixa nas duas
leveduras. Essa atividade baixa nado influenciou a producéo de substancias como
glicerol e etanol, porém picos de producdo nos substratos testados indicam
atividade glicolitica mais elevada, com potencial de producdo de metabdlitos-
chaves gque poder&o ser usados em outras vias. A diacetil redutase, apesar de
apresentar baixas atividades para as duas leveduras nos substratos, mostra maior

potencialidade de redug&o do diacetil nos substratos sorgo e arroz.
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ABSTRACT

SANTOS, Iratan Jorge, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March 2005.
Kinetics of fermentation and study of metabolites and intracellular
enzymes involved in brewery alcoholic fermentation conducted with high
and low fermentation yeast in different wort compositions. Adviser: Paulo
Henrique Alves da Silva. Committee Members. Rogélio Lopes Branddo and
Maria Goretti Almeida Oliveira.

The objective of this work was to experimentally eval uate the growth of
different types of brewery yeasts (Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces
uvarum) in different types of worts (substrates) containing rice, corn, sorghum,
maltose, and sugarcane as malt adjuncts in compositions to verify whether such
compositions alter fermentation kinetics and the activity of some enzymes during
the fermentative process at a constant temperature. The presence of some extra
cellular metabolites (ethanol, acetate and glycerol) and glucose, physical-
chemical and microbiological characteristics (pH, attenuation, cell count, °Brix
and density) as well as the sensorial quality of the beer produced under the
different substrate and yeast conditions previously reported, were also monitored.
The contents of primary worts and mixed worts, mixed wort mass, and
mosturation yield were determined during substrate preparation. Beer processing
was carried out by applying the mass and infusion processes. The wort was

inoculated with high and low fermentation yeasts. Fermentation occurred at a
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12°C, ending when 80% of the fermentable extract was consumed by the yeasts.
Samples of the fermentative juice were collected at 0, 12, 24, 36, 60, 84, 108,
132, 156 and 180 hours, throughout fermentation. The cells were separated by
centrifugation, and later ruptured with glass pearls and frozen until analysis.
Enzymatic quantification (alcohol dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase,
isocytrate lyase, phophofrutoquinase, glutamate oxal oacetate transaminase and
diacetyl redutase) and metabolites (ethanol, glycerol and acetate) plus glucose
were carried out in colorimetric tests in Cobas Fara equipment. In mosturation,
the use of sugar adjuncts (sugarcane and high maltose syrup) presented higher
primary wort content, higher mixed wort content, higher wort mass and higher
yield, representative of mosturation efficiency and starch hydrolysis rate in
sugars. In the physicochemical analyses, pH was significant for the individual
variables and nonsignificant in the interactions. There was a difference between
the yeasts in cell count, attenuation, and apparent extract. Glycerol and ethanol
formation tended to increase aong the process and acetate production was
variable, with many oscillations. Glucose intake was confirmed to effectively
initiate after 60 hours. Alcohol dehydrogenase activity presented higher
production peaks in ale yeast cultivations, in relation to lager yeast, which did
not influence the ethanol levels for the two yeasts. The best pyruvate
dehydrogenase activities in ale yeast cultivation were found in the substrates
maltose, sorghum and sugarcane and for lager yeast in the substrates sugarcane,
high maltose syrup and rice. The highest glutamate oxaloacetate transaminase
production peaks were detected in ale yeast in sugarcane juice, high maltose
syrup and corn and in lager yeast in the substrates sugarcane juice, rice, and corn.
Phosphofrutoquinase presented greater activities in rice substrate cultivation for
both yeasts. The highest isocytrate lyase activities for ale yeast were in the
substrates sugarcane juice and sorghum and for the lager yeast, in the substrates
rice and high maltose syrup. The greatest diacetyl reductase activity was in
sorghum substrate cultivation juice and in lager yeast, in the rice substrate. The
sugar substrates presented superior extracts compared to the amylaceous

substrates. No significant difference was found among the grains, with yeast



amylolytic complex acting equally for the three adjuncts. All adjuncts tested are
capable of producing adequate media for beer production. Ethanol production
was not outstanding among the yeasts, being within the ideal range for beer
production. Glycerol does not present great variations, being slightly superior in
the ale yeast. Until the end of fermentation (80% of sugar consumption), acetate
tended to produce more acid beer but with the likelihood of decreased acidity if
fermentation evolved until the end. The substrates with different chemical
congtitutions influenced the enzymatic behavior in both yeasts. Alcohol
dehydrogenase activity was low but it did not influence ethanol production.
Piruvate dehydrogenase presented greater activities in high fermentation yeast,
characterizing a possible availability of Krebs cycle intermediates. Although low,
there was a difference in the isocytrate lyase activities between the two yeasts, in
different substrates, clearly showing that greater activities in some substrates
characterized the presence of metabolites originated from the glyoxalate cycle
deviation, which can, in some situations, determine a weaker glycolytic pathway.
Glutamate oxal oacetate transaminase activity is strongly related in these tests to
the formation of precursors (amino acids) of substances essential to beer flavor,
in which the activity is lower in less accepted samples, with the use of the
hedonic scale. Phosphofrutoquinase activity was low in the two yeasts. This low
activity did not influence the production of substances such as glycerol and
ethanol, but production peaks in the substrates tested indicate a hi gher glycolytic
activity, with potential to produce key-metabolites that can be used in other
pathways. Diacetyl reductase, although presenting low activities for the two
yeasts in the substrates, shows greater potentiality of reducing diacetyl in the

substrates sorghum and rice.
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1.INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida alcodlica produzida a partir de malte de cevada e
gue tem ainda como caracteristica fundamental a presenca de fragdes de IUpulo,
responsavel pelo amargor da bebida, sendo produzida pela acdo de leveduras do
género Saccharomyces, que catalisam o processo fermentativo. A cevada confere
caracteristicas peculiares de sabor a cerveja, porém sua substituicdo parcial no
processo cervejeiro vem sendo pesquisada como forma de minimizar os custos de
producdo, mas de modo que as caracteristicas sensoriais do produto ndo sejam
comprometidas. E comum a substituicdo da cevada por milho, arroz, xarope de
high maltose e sorgo, visando obter um maior rendimento na fonte de amido e
promover a producdo de uma cerveja com caracteristicas peculiares as exigidas
pelos consumidores.

Diversas caracteristicas de Saccharomyces cerevisiae tém sido
pesquisadas, no sentido de otimizar o desempenho do microrganismo com
relacdo a produtividade e eficiéncia de fermentag&o, toleréncia ao etanol e a
temperatura, a resisténcia a atas concentracbes de acUcares;, a habilidade em
flocular e produzir ou ndo certos componentes do aroma e sabor das bebidas, e a
propriedade de produzir metabdlitos de inibicdo de contaminantes. Em certas
situacOes € importante que haja algum tipo de marcador ou indicador que permita

0 acompanhamento da atividade do agente de fermentacdo, para constatar o



estado fisiologico do microrganismo e estimar em que intensidade ele esta de
fato conduzindo o processo fermentativo.

As fermentagdes alcodlicas apresentam variacbes em seus rendimentos,
velocidades e qualidade em funcdo de uma série de variaveis, como: tipo de
substrato, condic¢des intrinsecas e extrinsecas do meio de fermentacéo e estado
fisiologico do microrganismo. Uma das alternativas para avaliar a queda de
rendimento no sistema € através da medida da atividade das enzimas que fazem
parte do metabolismo das células.

As enzimas e o0s metabdlitos produzidos no processo fermentativo diferem
entre as leveduras apenas na sua regulagdo, o que evidencia a conservacdo de
uma série de reacdes no processo cervejeiro, que podem conferir determinado
sabor ao produto final.

O objetivo deste trabalho foi verificar se o crescimento de diferentes tipos
de leveduras cervejeiras (Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum),
em diferentes tipos de substratos (mosto) contendo arroz, milho, sorgo, xarope de
high maltose e caldo de cana como adjunto do malte na sua composicéo, altera a
cinética de fermentacéo e a atividade de algumas enzimas durante o processo
fermentativo, em uma temperatura constante. Estas fontes alternativas de
matéria-prima foram selecionadas em funcéo do que se pratica atualmente em
termos experimentais para producdo de cervejas, devendo <r ressaltado que a
composi¢cdo em agucares em cada situacdo € variavel, repercutindo no sistema de
transporte para o interior das células, bem como em sinais de indugdo ou
repressdo de enzimas. Foi também objetivo desta pesquisa monitorar a presenca
de alguns metabdlitos extracelulares (etanol, acetato e glicerol) e glicose, as
caracteristicas fisico-quimicas (pH, atenuacdo, contagem de células, °Brix e
densidade), assm como a qualidade sensorial das cervejas produzidas nas
diferentes condicbes de substratos e leveduras relatadas anteriormente.
Pretendeu-se, ainda, monitorar a parte tecnolégica de producdo da cerveja,
visando verificar o perfil do teor de extrato do mosto priméario e mosto misto, a
massa de extrato do mosto misto e o rendimento da mosturacdo, com a utilizacdo

de diferentes adjuntos do malte.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tecnologia de producéo de cerveja

Os gréos de cevada, para serem considerados dentro da qualidade
industrial para cerveja, devem apresentar teor de umidade de 13% b.u., pureza
varietal de 95%, 12% de proteina maxima, poder germinativo de 95% e no
maximo 2% de sementes de outras espécies de cereais, como aveia, trigo e
centeio (AMBEV, 2003). Desclassificase para conversdo em malte todo gréo
que apresentar estado de conservagdo alterado, aspecto de contaminacdo por
microrganismo, fermentacdo, odor desagradavel ou estranho, indicios de
tratamento por produtos quimicos ou bioldgicos que aterem sua condicdo natural
ou qual quer outra causa que venha afetar a sua qualidade (VICENTE et al., 1996;
PANCHUK et al., 1998; AMBEV, 2003; CERVESIA, 2003).

O termo malte define a matériaprima resultante da germinacdo, sob
condicdes controladas, de qualquer cereal. Quando ndo ha indicagcdo do produto,
subtende-se que é feito de cevada (BEAL e MOTTRAM, 1992).

De acordo com CERVESIA (2003), séo produzidos dois tipos comerciais

de malte: o cervejeiro e o para destilarias.



Para DANIELS (1996), o malte contribui com o sabor e a estruturagéo da
cervgja. A producdo do malte depende diretamente das propriedades fisicas do
gr&o maduro e das enzimas sintetizadas durante a germinagao.

O processo de malteacdo consiste das operagdes de maceracéo,
germinacdo e secagem. Os gréos de cevada séo macerados em agua até teores de
umidade de 43 a 46% b.u., colocados para germinar €, em seguida, secos até
4%Db.u.,, a uma temperatura que varia entre 70 e 100°C. Esta faixa de
temperatura reduz a atividade de enzimas presentes no malte, por causar
desnaturacdo (TSCHOPE, 2001).

O malte é a principal matéria-prima utilizada na producéo de cerveja,
provendo enzimas (diastases, proteases etc.) e substrato adequado para producdo
de extrato soltvel ou de mosto (TSCHOPE, 2001).

Os adjuntos sdo fontes de acUcares utilizados para substituir parte do
malte. Existem varias maneiras de classificar os adjuntos, devendo ser ressaltado
gue uma delas leva em consideracédo o tipo de carboidrato que predomina em sua
composic¢do. Os adjuntos sdo classificados em dois grandes grupos: 0s ricos em
amido ou amiléceos e os ricos em aglicares ou agucarados (KUNZE, 1996).

Encontrados na forma de xaropes com uso mais generalizado, os adjuntos
acucarados e acUcares cristalizados sdo fontes de extrato facilmente sollvel,
apresentando fermentabilidade variavel, o que depende de sua origem, entrando
no processo de fabricagdo durante a fervura do mosto. Por essa caracteristica
tecnoldgica, torna-se possivel aumentar a quantidade de mosto produzido em
uma sala de brassagem (fabricac&o), sem a necessidade de sua ampliacdo ou
reforma (VENTURINI FILHO, 1993).

A fermentabilidade desses acUcares € de 100%, pois tanto a glicose como
a sacarose sdo facilmente assimiladas pela levedura (VENTURINI FILHO,
1993).

Dentre os adjuntos usados como fonte de amido que podem substituir
parte do malte, a maioria origina-se dos cereais, sendo o arroz (Oryza sativa) e 0
milho (Zea mays) os mais utilizados pelas fabricas de cerveja do Brasil e do

exterior. Contudo, alguns paises também utilizam a cevada (Hordeum vulgare), o



trigo (Triticum aestivum), o centeio (Secale cereale), a aveia (Avena sativa) e 0
sorgo (Sorghum vulgare), embora com uso limitado. Outra forma de adjunto
amilaceo é a matéria feculenta de certas raizes e tubérculos, como mandioca
(Manihot esculenta) e batata (Solanum tuberosum) (VARNAM e
SUTHERLAND, 1994).

Os amidos dos cereais apresentam temperaturas de gelatinizagcdo mais
elevadas que os das féculas e dos tubérculos, e os granulos de amido de menor
tamanho oferecem maior resisténcia a gomificacdo. Sendo assim, a temperatura
de gomificacdo depende da espécie botanica e do tamanho dos granulos de amido
para mesma espécie (REINOLD, 1997).

Para serem utilizados como complemento, sdo necessarios que os adjuntos
sgjam liquefeitos (100 — 121°C), se a temperatura de gelatinizacdo for mais
elevada que a temperatur a de mosturacdo (40 — 75°C). Quando a temperatura de
gelatinizagdo do adjunto encontrase na faixa de mosturacdo, ele pode ser
misturado diretamente ao malte. Normalmente é adicionado 10% de malte em
relacdo ao peso total do adjunto, ainda na fase de liquefacdo, para diminuir a
viscosidade da pasta, e, em seguida, acrescenta-se essa mistura ao mosto. Neste
caso, sao extraidos de 80 a 90% dos sdlidos totais do adjunto (AMBEYV, 2003).

VENTURINI FILHO (1993), trabalhando com adjuntos amilaceos,
chegou aos resultados de 16 a 18 °B para teor de mosto primario, 9 a 9,5 para
teor de mosto misto e rendimento da mosturagdo nafaixade 73 a 78 %.

A presenca de adjunto na formulagao resulta em cerveja de cor mais clara,
mais leve, sabor menos saciador e com maior brilho. A cervejatambém apresenta
maior estabilidade fisica, fazendo com que suporte melhor o resfriamento e
apresente maior vida de prateleira(MADRID, 1996).

O lupulo utilizado na fabricagdo da cerveja é composto por flores de
planta feminina do mesmo nome (LEWIS e YOUNG, 1995; SUZUKI et al.,
2002). E extraido de uma planta que cresce em regifes de clima temperado do
Hemisfério norte.

Os componentes do lUpulo sdo 6leos essenciais e resinas encontrados nas

glandulas de lupulina, presente nas flores femininas (IGYOR et a., 2001), e sGo



0S responsaveis por conferir 0 gosto amargo e aroma caracteristico de cervejas,
0S outros componentes como taninos, aminoacidos, agucares e proteinas entram
em solucdo no processo. O lUpulo contribui para estabilidade da bebida e
melhora a capacidade de reter a espuma da cervela, dém de fornecer
propriedades antissépticas (SAKAMOTO et al., 2001, 2002).

De acordo com IGYOR et al. (2001), as resinas presentes no lUpulo fresco
sd0 constituidas principalmente pelos écidos alfa ou humulonas e pelos é&cidos
beta ou lupulonas. Os &cidos afa sdo a fonte mais importante do amargor,
enguanto os acidos beta pouco interferem no sabor da cerveja. Durante a fervura
do mosto os acidos afa sofrem isomerizacdo para a forma de acido iso-alfa (iso-
humulonas), que sdo mais amargos e mais sollveis que os primeiros (IGY OR et
al., 2001).

Para VENTURINI FILHO (1993), a qualidade da &gua € um dos
principais fatores na determinagdo da qualidade da cervgja. Em relagdo ao
aspecto quantitativo, ela é a principal matériaprima cervejeira, podendo atingir
até 95% no produto final.

A agua para fabricac@o da cerveja deve, adém de satisfazer os requisitos
gerais de &gua potavel, assegurar o devido pH da massa, a devida extracdo do
|Gpulo, boa coagulagdo na fervura e fermentacéo e o devido desenvolvimento de
cor e sabor dentro da cerveja pronta. Se a &gua for alcalina, podera dissolver
grandes quantidades de matérias indesejaveis das cascas e do malte. A reacdo em
pH é&cido € necesséria para obter a maxima atividade das amilases e proteases.
Com o pH €elevado, a atividade enzimética diminui, as amilases atuam menos e
sobram mais dextrinas e ocorrem menos protedlise e maior extracdo de cor e
substancias amargas (PENFIELD e CAMPBELL, 1990; DANIELS, 1996;
NOONAN, 1996; VICENTE et al., 1996; TSCHOPE, 2001).

As etapas tecnol 0gicas de producdo de cerveja compreendem: mosturagéo,
filtracdo, coccdo, pré-resfriamento e sedimentacdo, resfriamento e aeracéo,
fermentagdo, maturagao, filtragéo, envase e pasteurizagéo (VENTURINI FILHO,
1993).



A mosturacéo compreende a mistura do malte moido com agua e a adicéo
de seu complemento. O objetivo € promover a liquefacdo e a posterior hidrélise
do amido a agUcares fermentaveis e ndo-fermentaveis através da atuacdo das
diastases. O pH e a temperatura interagem para controlar a degradacdo do amido
e a solubilizac&o das proteinas (MADRID, 1996; MULLER, 2000; LEE, 1996;
ADEGAS, 2000).

O amido é um carboidrato composto por dois polimeros (amilose e
amilopectina), presente na maioria dos vegetais, cuja funcéo é armazenar energia
sintetizada pela fotossintese (JANE, 1998; VISSER, 1998; WANG, 1998).

De acordo com MYLLARINEN (1998), na cevada, os granulos séo
constituidos de 90% de amido e arelagdo amilose: amilopectina € de 25:75.

A amilose é um polissacaridio composto por unidades de D-glicose,
unidas entre si por ligagdes a(1-4) em cadeias longas e essencialmente nao-
ramificadas. Na forma cristalina, a molécula de amilose tem uma conformacéo
helicoidal e interior hidrofdbico. Existem seis unidades de glicose por volta de
hélice, e a estabilizacdo ocorre pela interacéo através de pontes de hidrogénio
entre as hidroxilas dos carbonos 2 ou 3 e a do carbono 6. Os amidos de cereais
apresentam 30% de amilose (CIACCO, 1998).

A amilopectina € um polimero formado por cadeias curtas ligadas entre s,
de modo a formar uma estrutura ramificada. Possui peso molecular alto e é
parciamente solivel em &gua. As ligacOes glicosidicas que unem 0S SUCESSIVOS
residuos de glicose da cadeia sdo do tipo a(l-4), entretanto nos pontos de
ramificacdo da amilopectina essas ligagdes sdo do tipo a(1-6) (CIACCO, 1998;).

As enzimas s80 0s agentes mais importantes nas reacdes de hidrolise.
Aquelas usadas no processo de hidrolise do amido sdo também chamadas de
diastases, ou enzimas amiloliticas, das quais a alfa e a betaramilase séo as mais
Importantes.

A afaamilase (enzima dextrinizante) pode atacar as cadeias dos
componentes do amido em qualquer ponto no interior da cadeia linear. Isto

equivale dizer que a afaamilase € uma endoenzima (que hidrolisa ligaces



glicosidicas a(1-4)). As ligagbes a(1-6) ndo sdo quebradas pela afaamilase
(KUNZE, 1996;).

A betaamilase é uma exoenzima e hidrolisa ligacdes a(1-4) a partir da
extremidade ndo-redutora, produzindo maltose. A agao repetida dessa enzima na
amilose leva a parcia destruicdo do polimero. Entretanto, esta enzima é
blogueada por ramificagbes ou outras irregularidades na cadeia. Assim, a
amilopectina é parcialmente degradada pela betaamilase (40%). Sua acdo no
amido resulta no rapido aumento do poder redutor (CIACCO, 1998).

Apo6s a hidrdlise na mosturagdo, ha a clarificacdo do mosto com a
sedimentacéo natural do bagago, uma massa resultante da aglutinagéo da casca
com os residuos do processo. A casca do malte depositada no fundo da tina é
usada como material filtrante na primeira etapa da filtragem, constituindo o
mosto. Uma vez drenado, a camada de cascas € borrifada com agua a 75°C por
diversas vezes, de modo que quando o residuo se apresenta com menos de 1% de
extratos solUveis é considerado como totalmente esgotado. A extracdo pode ser
feita em uma sO operacdo ou ser subdividida em duas ou até trés etapas em
funcdo da quantidade de material a ser extraido (AQUARONE et al., 1983;
REINOLD, 1997).

O processo de coccdo leva em torno de 60 a 90 minutos, a uma
temperatura de 100°C. Com a adicdo de lUpulo ocorre a estabilizacdo da
composicdo, 0 que inativa as amilases e proteases por causar precipitacdo das
proteinas, que se precipitam em flocos denominados trubs. Outros efeitos da
fervura do mosto séo a aromatizacdo (extracdo das substancias do IUpulo que iréo
fornecer o aroma e gosto amargo caracteristicos a cerveja), a concentracéo
(evaporacdo da &gua do mosto até obter o peso desgjado) e a esterilizacéo
(esterilizacdo com eliminagdo de microrganismo), além da caramelizagcdo de
alguns aclcares. Também ocorrem diversas reagdes quimicas entre 0s
componentes do mosto, como a precipitacdo do tanino do [Upulo por reacdo com
as proteinas (AQUARONE et al., 1983; NOONAN, 1996).

Antes de ser resfriado até a temperatura de fermentagdo, o mosto

proveniente da sala de cozimento a 100 °C deve sofrer um pré-resfriamento até



aproximadamente 80°C e deve-se esperar 0 tempo necessario para sedimentacéo
do trub (BRAHMA, 1998). Trub é uma massa uniforme, composta
principal mente de proteinas coaguladas e taninos (REINOLD, 1997).

Apos a fase de sedimentacdo, 0 mosto é resfriado até atemperatura de
fermentacdo. Esta temperatura € variavel de acordo com o tipo de fermento
utilizado e com o0 nimero de vezes que este entrou no processo. O mosto deve ser
previamente oxigenado (TSCHOPE, 2001; AMBEV, 2003; CERVESIA, 2003).

Na fermentacéo, o objetivo primério que induz todos os microrganismos a
metabolizarem os carboidratos €, geramente, a méxima producéo de energia no
catabolismo oxidativo, a formagdo de estruturas celulares e a estocagem de
reservas para utilizagao posterior (ALVES, 1994).

Por serem microrganismos facultativos, as leveduras podem respirar e
fermentar o substrato, e a contribuicdo de cada um destes eventos depende das
condi¢des do meio. Notase outra ambigilidade no que tange a0 metabolismo
biossintético: em vez de um carboidrato de reserva, como nos demais
organismos, as leveduras possuem dois, o glicogénio e atrealose. A oxidacéo da
glicose pelas leveduras se desenvolve em uma seqiiéncia de reagdes que incluem
transferéncia de fosfato, oxidac&o-reducéo, descarboxilacdo e isomerizacdo, além
de outras (AQUARONE et al., 1983). E um processo de oxirreducio
intramolecular, anaerobico, exotérmico, em que 100 g de glicose podem gerar
teoricamente 49,5 g de dlcool, 47 g de gas carbdnico, 3g de glicerol, além de
pegquenas quantidades de &cido succinico, alcoois amilico e isoamilico, e varios
outros produtos secundarios (SIMPSON, 1996).

Em termos energéticos, a respiracdo € muito mais favoravel que a
fermentacdo. Assim, sempre que possivel, a levedura utiliza o aglUcar em
aerobiose, oxidando-o completamente em nivel mitocondrial. Este processo,,
porém, resulta na queda da taxa de consumo de agUcar, £ comparada a da
fermentacdo. E o chamado efeito Pasteur, que em Saccharomyces cerevisiae é
ausente ou muito pegueno em sua magnitude, se comparado com outras espécies
como a Candida utilis (FELDMANN, 2001).



Entretanto, na presenca de glicose em concentracGes a partir de 2g/L
ocorre repressao catabolica das enzimas respiratérias, o que torna a fermentagéo
a principal via de degradacdo do aclcar, mesmo em condicOes aerdbicas. A
repressdo chega a culminar com a perda total das mitocondrias. Essa repressao é
também denominada efeito crabtree (EHRHARDT e SASSEN, 1995).

Segundo CERVESIA (2003), a maturacdo € uma fermentacéo secundaria
em que a cerveja, logo depois que a fermentacéo se completa, deve ser maturada
em temperaturas de 0°C ou de, nho maximo, 0,5 — 3°C por periodos variaveis.
Durante esse periodo uma lenta fermentac&o ocorre na cerveja, proporcionando a
clarificacdo por precipitacdo de leveduras e proteinas, assim como de solidos
sollveis, proporcionando alteracbes em seu sistema coloidal. Além destas,
ocorrem alteragdes quimicas que auxiliam a clarificacdo e melhoram o aroma e o
sabor. Quando a maturagcdo comega, a maior parte dos aglcares ja foi metabolizada a
alcool etilico, gas carbbnico, glicerol, acido acético e alcoois superiores. Nessa
fase, se necessario, faz-se a adicdo de antioxidante para prevenir a agdo de
oxigénio residual. Em geral empregam-se sulfitos ou acido ascorbico.

Na maturacéo ocorre sempre formacgdo de diacetil como subproduto da
fermentacdo principal. Sua formacgéo é ligada diretamente ao metabolismo dos
aminoacidos (valina e leucina), que é desagradavel em cerveja lager (LINKO et
al., 1998).

Atualmente, a clarificacdo da cerveja e a estabilizag8o (microbiolégica e
coloidal) sdo alcancadas por uma combinagdo de centrifugacédo, frio-maturacao,
filtracdo com terra diatomacea e pasteurizacdo. A clarificacdo da cerveja serve
como objetivo para se obter estabilidade, que pode ser dividida em trés aspectos:
microbiologico, coloidal e estabilidade de sabor. A estabilidade € alcancada
mi crobiol ogicamente pela remocado de células de leveduras ativas. A estabilidade
coloidal, por sua vez, é obtida pela remocéo de particulas grandes, especialmente
flocos formados pela coagulacdo de polifendis e proteinas que aparecem como
turbidez em cervejas clarificadas a baixa temperatura. Ja a estabilidade do sabor é
atingida através da minimizag&o do oxigénio dissolvido na cerveja clarificada
(TAYLOR et al., 2001).

10



AplGs ser envasada em latas ou garrafas, a cervegjla € submetida ao
tratamento térmico (pasteurizagcdo). A pasteurizacdo da cerveja envasada é
realizada em tUneis, onde a temperatura é elevada a 60°C e mantida até garantir a
morte dos microrganismos deterioradores. Em seguida, ela sofre um drastico
resfriamento (REINOLD, 1997).

2.2. Levedura

A levedura € um microrganismo unicelular responsavel, na cervejaria, pela
fermentacdo acodlicaa A saccharomyces spp pertence a familia
Saccharomycetaceae e se distingue das restantes por suas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas (AQUARONE, 1993; EHRHARTD & SASSEN,
1995).

As leveduras de baixa fermentacdo sdo espécies de Saccharomyces
uvarum(S. carlsbergensis), que produzem acerveja americana e a alema Pilsener
do tipo lager. Essas cervejas sdo processadas pela fermentacéo profunda (baixa),
na qual as leveduras se depositam, apos a fermentagdo tumultuosa, no fundo do
tanque. Os agentes biologicos de baixa fermentagdo sdo considerados como de
alta atividade fermentativa e de menor capacidade respiratéria que as leveduras
de ata fermentacéo (S cerevisiae). A levedura de baixa fermentacdo desenvolve-
se em temperaturas de 5— 15 °C (REINOLD, 1997).

S. cerevisiae é considerada levedura de alta fermentacdo, pois emerge para
superficie apos a fermentacdo tumultuosa (ou principal). Essas espécies de
leveduras produzem as cervejas inglesas Porter ou Stout do tipo ale, que
geralmente sdo produzidas por fermentagdo superficial (ata). Esse
microrganismo se desenvolve em temperaturas entre 12 e 21°C (EHRHARTD &
SASSEN, 1995; REINOLD, 1997).

Segundo HORNSEY (2003), a superficie celular das leveduras de ata
fermentacéo (ale) estd coberta por pequenas protuberancias microfibilares, que
lhes conferem uma aspereza que permite que as células figuem em suspensdo

durante a fermentacdo. A parte da superficie aspera da parede celular possui
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carga negativa e hidrofobicidade, caracteristicas de importancia para o processo
cervejeiro. A carga negativa € atribuida as cadeias de fosfato localizadas na
parede externa de manoproteinas; essa carga € importante durante a finalizacéo
da cerveja para o engarrafamento, quando o0s pontos positivamente carregados
das moléculas de coldgeno (material usado para a clarificacdo) atraem células
precipitadas de leveduras e provocam sedimentacéo.

A espécie de Saccharomyces uvarum se distingue essencialmente da
espécie Saccharomyces cerevisiae pela capacidade de fermentacdo da melibiose
e rafinose (SILVA, 1989). Saccharomyces uvarum tem a capacidade de
hidrolisar a melibiose porque contém a enzima melibiase (a-galactosidase) capaz
de hidrolisar aligagdo a 1-6 entre as unidades dos monossacarideos, liberando a
glicose e galactose. Possui também capacidade de hidrolisar a molécula de
rafinose porque possui, além da melibiose, a invertase. A melibiase esta ausente
em Saccharomyces cerevisiae, por isto essa espécie ndo metaboliza a melibiose e
usa um terco da molécula de refinose.

Durante a utilizagdo da rafinose e melibiose a Saccharomyces uvarum
pode fermentar glicose, galactose, sacarose e maltose, se presentes no meio.
Estas culturas podem ou ndo fermentar trealose ou a - metil-D-glucoside, e ndo
fermentam a celobiose, alactose e o amido soluvel (SILVA, 1989).

Algumas diferencas existentes entre Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces uvarum (carlsbergensis), além do uso da melibiose e da rafinose,
sdo 0 poder respiratorio, 0 grau de esporulacdo, a capacidade de fermentar
gliceraldeido e aintensidade de producéo de H,S (SILVA, 1989).

Os agUcares fermentéveis por Saccharomyces cerevisiae na cervejaria

consistem em glicose, frutose, maltose, maltotriose e sacarose (SILVA, 1989).

2.3. Metabodlitos

A sequéncia de captacdo dos aclcares do mosto pela levedura segue um
padrédo definido, que, generalizando, depende do tamanho da molécula, da

concentracdo de aglcares presentes e da disponibilidade do sistema enzimatico



necessario para o metabolismo (VERDUYN, 1991; PATARO et al., 1998).

A sacarose, dissacarideo, formado por uma molécula de glicose e uma de
frutose, é hidrolisada extracelularmente por invertases especificas, sendo os
monossacarideos formados captados pelos transportadores de hexoses. Uma vez
transportadas para o interior das células, a glicose e a frutose sdo degradadas pela
via glicolitica até piruvato, que pode ser totalmente convertido a CO, e H,O pelo
ciclo do acido citrico e fosforilacéo oxidativa ou, entdo, ser degradado até etanol
e CO, pelo processo denominado de fermentacdo alcodlica (FIECHTER, 1992;
ZASTROW e STAMBUK, 2000; HORNSEY, 2003).

Hommes, citado por ALVES (1994), observou que a glicose induz um
aumento no nivel das enzimas glicoliticas, e Chapman, citado pelos mesmos
autoes encontrou aumentadas as atividades das enzimas descarboxilases pirtvica
e desidrogenase alcodlica induzidas pela glicose, 0 que denota o favorecimento
dafermentagéo até o principal produto, o etanal.

A quantidade maxima de etanol que pode ser produzida em uma
fermentacdo varia de acordo com a levedura usada, 0 que se deve a maior ou
menor resisténcia ao etanol pelas leveduras. Geramente, as linhagens utilizadas
na cervegjaria tém somente tolerdncia moderada ao etanol, suportando
concentragbesde 7 a13 % (v/v) (WATIER et a., 1996).

Na membrana lipoprotéica esta o sitio de acdo do etanol, onde se aloja no
interior hidrofobico, acarretando o enrijecimento e, consequentemente, afetando
va&rios sistemas de transporte. Diminui também a seletividade da membrana
plasmética, permitindo o efluxo de constituintes celulares, bem como o influxo
passivo de prétons, o que diminui o potencial de membrana e, portanto, afeta
todos os sistemas que necessitam de forca protomotiva. Este processo acaba por
induzir deficiéncias nutricionais gue aumentam a toxidez do etanol, somando-se
o fato de que a levedura em anaerobiose tem a integridade de suas membranas
comprometidas por deficiéncias na sintese de &cidos graxos insaturados e
ergosterol (ALVES, 1994; KOTIAHO et al., 1995).



Para WATIER et al. (1996), as concentragbes de etanol acima de 8% e
valores de pH abaixo de 4 sdo desfavoréveis ao crescimento de alguns
microrgani smos.

O etanol € um dos metabdlitos excretado em maior quantidade pela
levedura durante a fermentacdo e passivel de se tornar um substrato em
aerobiose. Ele se mostra téxico a levedura, ocasionando queda na viabilidade
(KOTIAHO et al., 1995). Segundo JEFFRIES (2005), a producéo eficiente de
etanol por microrganismo esta diretamente relacionada com sua carga genética.

Quando gerado endogenamente, o etanol é mais téxico do que o
adicionado a0 melo, 0 que seria de extrema importancia para a
inibicdo/desnaturacdo das enzimas glicoliticas, caso ele se acumulasse na célula.
Porém o etanol ndo se acumula intracelularmente, a ndo ser nos estagios iniciais
dafermentacdo (PERPETE e COLLIN, 2000).

Outros fatores também contribuem para o aumento da toxidez do etanol,
principalmente a temperatura e a sintese de subprodutos toxicos, como 0
acetaldeido, o glicerol, os écidos férmico, acético e latico (particularmente, o
acido acético); e também os &cidos graxos (PERPETE e COLLIN, 2000).

Para GUIDOet a. (2004), os niveis mais elevados de etanol séo obtidos
a800s 1,5 dia de fermentacdo e sdo indicativos de uma atividade mais elevada do
fermento, que em alguns casos pode impedir o crescimento e a multiplicacdo da
levedura.

Em cervejas testadas por BVOCHORA e ZVAUYA (2001), utilizando
como adjuntos sorgo e milho, os niveis de etanol chegaram a 4,74 % (v/v) ap0s
quatro a sete dias de fermentacéo.

Para 0 metabolismo do glicerol em microrganismo eucariotas, duas
rotas metabolicas principais faram identificadas. Na primeira, presente nas
leveduras S. Cerevisiae e Candida utilis, o glicerol é fosforilado e,
subseguientemente, desidrogenado (CASTRO, 1991).

Na segunda rota metabdlica, encontrada em outras leveduras, o glicerol
¢ primeiramente oxidado, por uma desidrogenase NADP® ou NAD’-

dependente, a dihidroxiacetona, que €, em seguida, fosforilada. A sintese do
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glicerol pela via glicolitica ocore com a transformacdo da dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P) catalisada pela enzima glicerol-3-
fosfato desidrogenase (GPD). A defosforilagcéo do glicerol-3-fosfato ocorre via
glicerol -3-fosfatase (GPP) (CASTRO, 1991).

Duas isoenzimas da GPD codificadas pelos genes GPD1 E GPD2 foram
caracterizadas em Saccharomyces cerevisiae (ALBERTYN et al., 1994; WANG
etal., 1994; ANSELL etal., 1997).

O estresse osmotico resultante da grande producdo do glicerol €
controlado principalmente pela inducéo de GPD1 (NEVOIGT e STAHL, 1997,
PRIOR e HOHMANN, 1997). Um deslocamento do fluxo do carbono para o
glicerol a custa da formacdo do etanol na fermentagdo foi conseguido,
simplesmente aumentando o nivel de GPD (REMIZE et al., 1999; DEQUIN,
2001; NEVOIGT et al., 2002).

A producéo de glicerol durante o catabolismo dos aglUcares exerce um
importante papel no mecanismo biologico de balanco redox, especiamente
durante o crescimento anerobico (BAKKER et al., 2001; VICENTE, 2003). Pelo
fato de a formacéo do etanol ser redox-neutra,. 0 NADH formado na glicolise
pode ser convertido a NAD®, via formagdo de glicerol e por NADH
desidrogenases mitocondriais. Em condicfes anaerdbicas, a oxidacdo do NADH
ocorre somente via formacao de glicerol. Esta formacdo é importante para a
manutencdo do balanco redox citoplasmatico, por estar acoplado a reoxidagéo
do NADH formado (BLOMBERG e ADLER, 1992; BAKKER et a., 2001).

Na falta de outros compostos para serem utilizados como fonte de
carbono, o glicerol pode ser utilizado. Dependendo da enzima envolvida, a
degradacdo do glicerol pode conduzir a producdo dos compostos diacetil,
acetoina ou acido acético, o que pode alterar o sabor da cerveja (PINTO et al.,
2004).

O glicerol € um constituinte ndo-volatil detectado em concentracdes de 1,5
a3,4 g/L nacervegja(SILVA, 1989; OMORI et al., 1996).



O éacido acetico € o principa acido volatl produzido durante a
fermentac8o, embora sua presenca em alguns casos € devido a atividade
bacteriana (GUTIERREZ et al., 1991).

Em cervejas de variadas origens, o acido acético raramente excede a
0,2 g/L, porém nas cervejas acidas alemas pode atingir 2,34 g/L. Os teores finais
de acetato séo variaveis e dependem muito das condigdes ambientais e do tipo de
levedura utilizada (ALVES, 1994).

O acetato é produzido através da catalise da aldeido desidrogenase, por
meio de uma oxidacdo denominada terceira forma de fermentacdo de Neuberg
(ALVES, 1994).

A formacdo de acetao na célula durante a fermentacdo apresentase
inversamente correlacionada com a de piruvato, o que indica que esse se converta
em acetato. O acetato é excretado no inicio da fermentacdo quando os teores de
piruvato sdo baixos, cai quando se atinge a maxi ma excregao de piruvato e volta
aumentar no final da fermentagdo, quando o piruvato € reabsorvido. O teor de
acetato depende da intensidade do crescimento, sendo metabolizado
exclusivamente pelas leveduras que o reabsorvem no final da fermentagdo. Ao
contr&rio do piruvato, o teor de acetato aumenta quando ha inibicdo do
crescimento (BASSO, 1991).

Quanto ao glicerol, fica dificil estabelecer uma relagcdo entre os teores de
acetato e glicerol, porque a producado de glicerol encontra-se conectada com o
crescimento. Além disto, o &cido presente no meio pode ser devido a atividade
bacteriana (ALVES, 1994).

O é&cido acético, a semelhanca de outros &cidos organicos fracos, perturba
a homeostase de células microbianas, por penetrar na forma ndo-dissociada e
dissociar-se no citoplasma, promovendo a reducdo do pH com o acumulo do
anion acetato. A acidificacdo intracelular reduz o pH, afetando a forca
protomotriz para os sistemas de transporte, e € uma das causas, juntamente com a
acdo do anion acetato sobre as enzimas glicoliticas, da acdo inibitoria do é&cido
acetico sobre afermentacéo (PAMPULHA e LOUREIRO-DIAS, 1990).
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A presenca de acido acético, sgja oriundo da levedura, das bactérias
contaminantes, ou adicionado a0 meio, torna-se indesgada, mesmo que um
aumento na producdo de etanol, com a reducéo do crescimento, seja verificado
(GUTIERREZ et al., 1991).

O CO, é um produto da fermentacéo e esta presente na cerveja em uma
concentracdo de 3,5 a 4,5 g/L. O etanol esta presente em uma concentracdo de
2,5a5,0 % v/v (SILVA, 1989).

Os élcoois superiores tém mais de dois atomos de carbono, formados
durante o processo oxidativo. S&o provenientes, em grande parte, das
transformagdes dos aminoécidos durante o processo de fermentagdo, tendo
influéncia no aroma e sabor caracteristicos da cerveja, destacando-se alcoois
amilico, butilico e propilico e seus respectivos isdbmeros (ARAUJO, 2000).

Os ésteres sdo produzidos intracelularmente, em grande parte como
resultado da reacdo de condensacdo do éster de CoA de é&cidos graxos com
alcoois durante o0 processo oxidativo. Os mais importantes presentes em cervejas
s80 acetato de etila e acetato de isoamila. Mudancgas nas concentragcoes desses
ésteres podem ter efeitos desfavoraveis no sabor da bebida (HAMMOND et al.,
1993).

O diacetil € um composto formado pela descarboxilagdo oxidativa do
acetolactato, um produto do metabolismo anabdlico do aminoécido (valina e
leucinad). Durante a fermentacdo os niveis elevados de acetolactato na cerveja
indicam o desequilibrio na regulacdo da producédo de &cidos acetohidroxi, e seu
uso na producéo final de aminoacidos na levedura conduz a acumulagéo e, mais
tarde, a excrecdo para cerveja. No final da fermentacéo a levedura reabsorve o
acetolactato da cerveja (HAMMOND et al., 1993; ROSE & HARRISON, 1993;
BRAVO et a., 2001; BOULTON et al., 2001). A concentracéo final de diacetil
na cerveja depende de trés fatores. sintese e excrecdo do a-acetolactato;
conversao deste precursor no diacetil; e remocdo do diacetil pela levedura. A
remocao do diacetil da cerveja pode ser efetuada pela sua conversio a compostos
com sabor mais leves: a acetoina (sob a acdo da diacetil redutase, enzima que
catalisa essareagdo) e o 2,3-butanediol (CASTILLO, 1993).
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O diacetii € um composto de cheiro forte e aroma butirico; e
concentracdes acima de 0,1 mg.L™ podem interferir no sabor da cerveja, por isto
0 seu nivel deve ser controlado durante a fermentacdo e maturagdo (BEERS E
MOLL, 1991; HAMMOND et a., 1993; ROSE & HARRISON, 1993;
BOULTON et al., 2001; BRAVO et al., 2001).

Os adeidos presentes na cerveja normalmente encontran-se em baixas
concentracBes. S0 compostos muito volateis, de odor penetrante, produzidos
durante a fermentacdo e que afetam o0 aroma da cerveja; sdo ainda compostos
intermediarios da formac&o dos alcoois, sendo formados pela descarboxilacdo de
oxi-&cidos, ou entdo pela oxidagdo dos respectivos dcoois. Os aldeidos se
encontram em concentracdes de 4 -15 mg.L ™. A formac&o de todos os aldeidos
segue 0 mesmo principio, sendo sintetizados por descarboxilacdo enzimética do
a-cetoacido correspondente pela enzima descarboxilase especifica (GARCIA et
al., 1994; HORNSEY, 2003).

As cetonas identificadas na cerveja sdo em torno de 20. S&o produtos de
menor proporcéo da fermentacdo, sendo a maior parte originada de produtos da
degradacéo do lupulo (HARDWICK, 1995).

Os polifendis sdo encontrados na cerveja e estdo associados a turbidez
nao-bioldgica ou turbidez fria. Os polifendis (taninos) presentes no lGpulo séo
diferentes dos taninos presentes no malte, e podem ser diferenciados na cerveja.
Os principais polifenis encontrados no lUpulo sdo a cetequina, o kaempferol e a
guercitina, que sdo coletivamente denominados polifenéis ou taninos. Os
flavondides constituem um grupo de polifendis presentes na cerveja que s80 mais
facilmente oxidados e que possuem envolvimento na instabilidade coloidal da
cerveja. Segundo ARAUJO (2000), os polifendis podem ser responséveis pelo
escurecimento da cervela, pois podem ser oxidados a ortoquinonas, e estas
podem reagir com peptideos e aminoécidos, dando origem a compostos

coloridos.



2.4. Enzimas

Um dos produtos do metabolismo da S.cerevisiae € a enzima alcool
desidrogenase, organizadora do complexo acool proteina. Pertencente as
oxirredutase, a alcool desidrogenase tem aproximadamente 150.000 estruturas
guaternarias estabilizadas por ions zinco, conseglentemente ela pertence ao
grupo das metalenzimas. E dependente da coenzima adenina nicotinamida
dinucleotideo, que é envolvida em oxirreducdes ou em reducdes (LESKOVAC,
2002).

A enzima alcool desidrogenase é usada também para produzir aldeido pela
oxidacdo preliminar dos alcoois; sua aplicacdo mais importante € na producdo de
etanol em bebidas (ORLICH et al., 2000; DICKINSON e DACK, 2001).

A producdo da acool desidrogenase estd diretamente conectada a
concentracdo de oxigénio, a fonte de carbono e ao etanol dissolvido, que € o
produto da via metabdlica. A producdo de etanol ocorre somente se a oxidacéo
do piruvato, atraves do ciclo do &cido citrico, for paralisada em virtude da falta
do oxigénio, que é a fonte necessdria para esse ciclo, ou quando uma quantidade
excessiva de piruvato estd sendo produzida da glicose. Pelo fato de a formagéo
de piruvato ser conectada com a formac&o e a reducéo equivalente do NADH,
gue deve ser reoxidado, a célula necessita encontrar outro mecanismo, além da
fosforilag@o oxidativa, para reoxidagdo. Assim, a conversao do piruvato a etanol
€ uma via alternativa boa, porque € um processo redutivo ligado as etapas finais
da reoxidacdo do NADH (RATLEDGE, 1991, BADZIONG et a., 1999;
MAUGARD et al., 2001).

A acool desidrogenase constitui uma familia complexa de enzimas
(DUESTER et al., 1999; JORNVALL et a., 2000). Existem vérias enzimas que
funcionam como @&cool desidrogenase localizadas no citoplasma e na
mitocéndria. O metabolismo da glicose é associado a fragdo citoplasmética da
ADH, considerando que o catabolismo aerdbico do etanol com a oxidacéo de
etanol em acetaldeido é uma reacdo catalisada pela fracdo da ADH presente nas

mitocOndrias. Esta fracdo € ligada a via respiratoria e catalisa a producéo de
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acetil Coa, gerando ATP em mitocondrias, representa 5% da ADH total e tem
uma mobilidade eletroforética mais fraca e pH 6timo mais acalino que a fragdo
do citoplasma (SILVA, 1989; VALENCIA et al., 2004).

Lutstorf e Megnet, citados por SILVA (1989), estudando formas de ADH
diferentes, afirmaram que elas sdo diferentes em funcéo da espécie de substrato
utilizado, da mobilidade eletroforética, da estabilidade ao aquecimento, dos
valores de Km em relacdo ao etanol, acetaldeido, NAD e NADH,. Assim, eles
caracterizam quatro fracbes da ADH. A sintese de ADH-2 é reprimida em meio
contendo glicose. Essa enzima pode oxidar o nrpropanol e o nbutanol mais
rapidamente que o etanol. Esses estudos confirmam o envolvimento da fragéo
ADH-2 na oxidagdo do etanol. Segundo esses autores, afracdo ADH-4 participou
da reducéo do acetaldeido a etanol.

A ADH3 é identificada como formaldeido glutationa-dependente e sua
oxidacdo a etanol € considerada mais fraca que a das outras estruturas
(KOIVUSALO et a., 1989; DANIELSSON e JORNVALL, 1992;
DANIELSSON et al., 1994).

Outros autores relataram o desenvolvimento da acool desidrogenase
guando as leveduras s&o mantidas por muito tempo em crescimento. Estas novas
fracbes teriam o papel de oxidagdo, juntamente com o ciclo do glioxalato
(SILVA, 1989).

Na descarboxilagdo oxidativa do piruvato o ponto de entrada do ciclo de
Krebs é a acetil - CoA formada. E umareacéo catalisada pelo complexo piruvato
desidrogenase. Para que essa reag8o ocorra cinco coenzimas diferentes sdo
necessarias. pirofosfato de tiamina, a alipoamida, a coenzima A, o FAD e o
NAD* (TERSCHURE et al ., 1995).

A piruvato desidrogenase € um complexo multienzimatico composto por
trés tipos diferentes de proteinas, que sdo conhecidas por piruvato desidrogenase,
dihidropoato transacetilase, dihidropaoto desidrogenase. Estas proteinas estdo
organizadas em agregados, sendo coletivamente responsaveis pela catdlise da
reacdo piruvato até acetil CoA. A reacdo € inibida pelos produtos da reacéo
NADH e acetii CoA (MONTGOMERY et a., 1980).
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Em aerobiose 0 metabolismo respiratorio da enzima permite a alimentacéo
do ciclo de Krebs e a formacdo de compostos energéticos para as fungdes
anabodlicas. A maior parte do piruvato se dirige para o ciclo do &ido citrico e
depois para a cadeia transportadora de elétrons, onde, nessa via de aerobiose,
pode-se extrair muito mais energia (PIERCE, 1987).

Em anaerobiose ocorre a formagdo de acetil CoA, necessério a sintese de
lipideos (esterol) e dos intermediérios do ciclo de Krebs, precursores da sintese
de aminoécidos (PIERCE, 1987).

Para MONTGOMERY et a. (1980), uma forte atividade da piruvato
desidrogenase tem como conseqiiéncia a acumulacdo de acetil CoA, que esta
relacionado com uma forte producdo de ésteres, lipideos e, ou, acidos
tricarboxilicos e uma série de outros metabdlitos.

A fosfofrutoquinase fosforila a frutose-6-fosfato, para formar frutose
1,6 bifosfato. A fosfofrutoquinase desempenha um papel fundamental no
controle da glicdlise, porque catalisa reagOes determinantes do fluxo dessa via
(GOLDBETER, 1996). Em muitos organismos a atividade de fosfofrutoquinase é
aumentada al ostericamente, é ativada por AMP, Pi, ADP, fons Mg** e fons Ca®* e
éinibida por citrato, ATP, PEP e gliceraldeido-3-fosfoto (FONTES, 2003).

A acdo do efeito alostérico da fosfofrutoquinase é importante na fase de
crescimento em limitagdes de nitrogénio. Em presenca do ion NH,", a enzima
perde sua sensibilidade auxiliar ao efeito alostérico (RICHARD et al., 1996). A
perda de regulacdo da fosfofrutoquinase em fase de crescimento na auséncia de
nitrogénio altera o fluxo de carbono essencia aviaglicolitica, o que pode levar a
elevada producdo de ATP e ao acumulo de energia, conduzindo a represséo da
biossintese da enzima das fases respiratorias (MADSEN, 2004).

A fosfofrutoquinase em presenca de aménio pode ser inibida pela energia
elevada, o que explica a inibicdo global da glicdlise. Ocorre acumulacéo de
frutose-6-fosfato e glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato inibe de maneira réo-
competitiva a hexoquinase e provoca, assim, a inibicdo do transporte de glicose
(HYNNE et al., 2001).
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Um dos fatores importantes nas vias metabolicas sdo seus pontos de
controle. As vias poderdo ser desligadas por qualquer organismo, se ele ndo tiver
uma necessidade imediata de seus produtos, guardando, deste modo, a energia
(MADSEN et al., 2005). Na glicolise, trés reactes formam os pontos de controle
da via areacdo de glicose para glicose-6-fosfato, catalisada pela hexoquinase; a
producdo de frutose-1,6 bifosfato, catalisada pela fosfofrutoquinase; e a Ultima
reacao da via, catalisada pela piruvatoquinase (GALLO, 2000). Fregtientemente,
observa-se que o controle de rotas metabdlicas € exercido em pontos préximos ao
inicio e ao final da via, envolvendo intermediarios-chave; neste caso tem-se a
frutose 1,6-bifosfato (FONTES, 2003).

Existem duas isoenzimas hexoquinase e uma glicoquinase em
Saccharomyces cerevisiae. A participacdo das diferentes isoenzimas hexoquinase
| ou Il depende da fonte de carbono do meio (SILVA, 1989)as reacOes
catalisadas por essas enzimas sdo irreversiveis, sendo catalisadas por enzimas
com baixa atividade catalitica que se encontram muito afastadas do equilibrio
guimico. Pequenas variagdes na razéo entre as concentragcoes dos reagentes e dos
produtos podem repercutir em saldo positivo a favor da reacdo no sentido
glicolitico ou no sentido inverso (WARTON, 1972).

Duas enzimas de inducdo participam do ciclo do glioxalato, ou sga, a
isocitrato liase e a malato sintase. A isocitrato liase € uma enzima do ciclo do
glioxalato que atua clivando o isocitrato do ciclo do &cido citrico, formando
succinato e glioxalato. O succinato é transportado a mitocdndria, onde entra no
ciclo do acido citrico, para ser reconvertido a oxaloacetato, completando o ciclo
(GALLO, 2000). A isocitrato liase é completamente inibida por oxalato,
glioxalato, malato, oxaloacetato e a-cetoglutarato, sendo assim, essa enzima €
bastante sensivel ainibicdo por intermediarios do ciclo de Krebs (SILVA, 1989).

Quando o meio fermentativo é rico em glicose, o ciclo do glioxalato é
reprimido, entdo os intermediarios do ciclo de Krebs s&o sintetizados a partir da
carboxilagdo do piruvato, reacdo catalisada pela piruvato carboxilase. A
implementagdo do ciclo traduz a necessidade de intermediérios de biossintese do

ciclo e a via glicolitica com fraca atividade. Uma forte atividade especifica das



enzimas do ciclo caracteriza o estado fisiologico de atividade glicolitica fraca e
anabdlitos defeituosos. O funcionamento, deste modo, produz coenzima
reduzida, que ndo pode ser reoxidada narespiracdo (DUNTZE et al., 1969).

O funcionamento do ciclo do glioxalato ocorre no citoplasma (isocitrato
liase e maato sintase), enquanto a succinato desidrogenase tem funcdes
mitocondriais. As atividades especificas da malato desidrogenase, malato sintase
e isocitrato liase séo extremamente fortes em meio contendo acetato (10, 20, 100
minutos, respectivamente, em meio de crescimento contendo glicose) (DUNTZE
et al., 1969).

A biossintese dos aminoécidos pode ser dividida em duas fragbes. fragéo
que contém nitrogénio (grupamento amina), através da aminagdo do a-—
cetoécido, que € utilizada para formar o glutamato ou &—aminoacido
correspondente, e a fracdo que contém carbono, utilizada para formar um & -
cetoécido (LEWIS e YOUNG, 1995; MAGASANIK, 1992). Assim, cada um dos
19 aminoéacidos mais comumente encontrados no mosto pode originar 19 a-
cetoacidos correspondentes. Cada uma destas reacOes € catalisada por uma
transaminase especifica. As transaminacfes podem também funcionar na direcéo
oposta, resultando na sintese de um aminoécido a partir da reacéo entre um a-
cetoacido e o glutamato (HORNSEY, 2003; COOPER, 1994).

Enquanto a fragéo carbonada dos aminoacidos é oxidada no ciclo do &cido
citrico, a fragdo ritrogenada, presente no glutamato, € convertida a NH," pela
acdo da glutamato desidrogenase. Esta reacdo regenera a molécula de a-
cetoglutarato, que pode assim reagir com outro grupamento NH," através de nova
transaminacéo (MAHLER e CORDES, 1971; MONTGOMERY/, 1980; CONN e
STUMPF, 1984; DAWSON, 1984).

Entre os a-cetoécidos estdo o0 a-cetoglutarato, 0 oxaloacetato
(intermediérios do ciclo do &cido citrico ou entdo outros compostos que podem
originar intermediarios do ciclo do &cido citrico. Portanto, afracéo carbonada dos
aminoécidos, apos a reacdo de transaminacdo, pode ser oxidada a CO, e agua
através do ciclo do &cido citrico e da cadeia respiratéria. Da mesma forma,

intermediarios do ciclo do acido citrico, originados de carboidratos ou lipidios,



podem ser utilizados para a producéo de aminoacidos (DAWSON, 1984).

A concentracéo final de diacetil na cerveja depende de trés fatores: sintese
e excregcdo do a-acetolactato; conversdo deste precursor no diacetil; e remocao
do diacetil pela levedura como relatado anteriormente a remocao do diacetil da
cerveja pode ser efetuada pela sua conversado a compostos com sabor mais leves:
a acetoina (sobre a acéo da diacetil redutase, enzima que catalisa essa reagdo) e o
2,3-butanediol (CASTILLO, 1993).

A levedura reduz enzimaticamente as dicetonas livres em acetoina e
acetilcarbinol, devendo ser ressaltado que as leveduras ndo as produzem, mas
colaboram para adegradacdo (CASTILLO, 1993).

2.5. Aspecto fisico-quimico de cervejas

Saccharomyces cerevisiaie € um microrganismo uilizado industrialmente
com maior frequéncia, porque é capaz de se desenvolver em vérios meios. E a
levedura mais completamente estudado experimentalmente, devido a sua
caracteristica distinta do metabolismo da glicose e a importancia na industria, e
por ser facilmente manipulado geneticamente também € capaz de modificacdes
na transcricdo de proteinas produzidas (glicosilacdo, fosforilacdo e acetilacdo).
Por isto, sua aplicacdo é classica para producdo de vinho, cerveja e etanol. S.
cerevisiae € um sistema potencia de proteinas recombinantes (SONNLEITNER
e HAHNEMANN, 1994; CARLSEN, 1997; VASAVADA, 1995; BREINING et
al., 2005).

A cerveja € um meio desfavorével de crescimento para a maioria dos
microrganismos contaminantes, por causa de seu pH baixo, da fata dos
nutrientes e da presenca de compostos como acool, acidos e outros (VERDUY N,
1990; SIMPSON, 1996; NAKANO, 2000).

As células de levedura realizam uma série de reagdes que convertem
compostos do meio em massa celular. Como resultado, produtos do metabolismo
sao liberados no meio extracelular (BROCK et a., 1994; SCHULZE, 1995;
DEMAIN, 2000). Em condigcbes favoraveis, a velocidade especifica de
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crescimento € méaxima (CALDWELL, 2000). Tanto as concentracbes dos
produtos excretados pela célula quanto os substratos assimilados podem afetar a
velocidade de crescimento (NEIDHARDT et al., 1990; PRIEST e CAMPBELL,
1996).

Para COOPER (1991), o crescimento celular pode ser estimado pelo
aumento da massa celular ou do nimero de células, ou ainda pela concentracéo
de qualquer outro constituinte celular.

O metabolismo da levedura pode ser influenciado pela mudanca de pH,
que pode afetar a composicdo do meio e natureza da superficie celular devido a
dissociagdo de &cidos e bases (ATKINSON e MAVITUNA, 1991)

Para BROCK et al. (1994), de modo geral, a célula de levedura pode
crescer em uma faixa de pH entre 3 e 6. Quando a diferenca entre os valores
externos e internos de pH aumenta, o valor da energia de manutencdo da célula
também aumenta.

A fermentacdo de agUcar por leveduras produz etanol em pH &cido,
enquanto em pH alcalinos pode produzir glicerol e acido acético (BAIRD-
PARKER et al., 1980).

As mudancas metabdlicas na célula tendem aregular o pH do meio paraa
neutralidade. As enzimas sdo reguladas de forma a manter uma atividade
constante e compensar o efeito do pH do meio na célula (BAIRD-PARKER et
al., 1980).

O efeito do pH gerado pelo acido acético sobre o crescimento e a atividade
fermentativa de Saccharomyces também foi analisado. Estudos realizados por
PHOWCHINDA et al. (1995) demonstraram que o pH gerado pelo acido acético
ndo afetou as atividades de crescimento e fermentagdo, mas, em contrapartida, o
acido acético teve efeito inibidor, provavelmente causado por seu nivel na forma
ndo-dissociada presente no meio de fermentagdo. O &cido acético € um é&cido
fraco e ndo ioniza totalmente quando presente em solugdo. Estudos mostram
ainda que, aumentando o pH de 4,5 para 6,5 ou utilizando aeragéo €ficiente, a

toxidade do &cido pode ser evitada. Sob condicfes limitadas de aeracéo, o acido



acético acumulado durante a fermentacdo causou intoxicacdo da levedura em
baixo pH extracelular (MEINANDER et al., 1994).

A atividade enzimatica dentro da célula da levedura parece depender de
outros fatores além do pH, como temperatura, fragbes enzimaticas e
concentragcbes de AMP e ATP, ndo sendo, entretanto, sensivel a ADP e jon Ca'™
(NICHOLS et al., 1994).

Além dos estudos cinéticos e bioguimicos procurou-se neste trabalho
avaliar sensorialmente as cerveglas produzidas experimentalmente. A escala
hedénica pode ser utilizada em testes de aceitacdo em laboratdrio, com o objetivo
de obter informacfes sobre a provavel aceitacdo de produtos pelo consumidor
nas fases iniciais de desenvolvimento. E utilizada também para determinar a
aceitacdo, quando se promovem ateracdo/inclusdo de ingredientes e
modificacbes nos processos, nas matérias na embalagem, nas condi¢cdes de
estocagem e no tempo de conservagdo dos alimentos. E um teste de relativa
simplicidade, sendo as instrucbes dadas aos provadores restritos aos
procedimentos, sem nenhuma informagdo em direcdo a resposta (CHAVES,
1993).

A determinacdo da aceitacdo € parte crucial no processo de
desenvolvimento ou melhoramento de produtos. Os testes de aceitacdo requerem
equipe ndo-treinada, com grande ndimero de participantes (acima de 40 ou 50),
gue representam a populagdo de consumidores atuais ou potenciais do produto.
Para triagem inicial ou avaliacdo preliminar de aceitacdo, a andlise €
normal mente realizada em condigdes de laboratério, com 30 a 50 julgadores néo-
treinados. Para estudos mais representativos, utilizam-se locais centrais (locais
de grande concentragdo de pessoas), pela facilidade de selecdo ao acaso de um
numero acima de 100 pessoas, para cada treinamento, formulacdo ou amostra
avaliada. Em estudos de campo, o numero de consumidores que participam do
teste deve ser aumentado para algo acima de 1.000 julgadores para cada
tratamento analisado (DELLA LUCIA, 1999).

Ha diferentes tipos de escala hedbnica, como as verbais. gosta

extremamente/desgosta extremamente; excelente/péssimo, e a escala gréfica ou
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facial. Nas escalas do tipo verbal, a escolha das palavras ou frases que véo
identificar os intervalos na escala € de grande importancia, uma vez que essa
associacdo verbal ndo somente devera dar idéia de ordem sucessiva dos
intervalos na escala, como também facilitar a decisdo do provador em suas
respostas. Devem-se evitar expressdes ambiguas que possam causar confusdo e
dificultar a decisdo do provador. Os pontos da escala sdo associados a valores
numericos, possibilitando a analise estatistica dos resultados por meio de andlise
de variancia e de outras técnicas. No questionario ndo se indicam os valores
numericos, somente as descricdes. O analista do teste é quem deve designar 0s
valores ao analisar os resultados (MORAES, 1993; ANZALDUA-MORALES,
1994).

A escala hedbnica pode ter forma e amplitude variavels, porém a mais
utilizada é a escala descritiva de nove categorias. gosta extremamente, gosta
muito, gosta moderadamente, gosta ligeiramente, indiferente (ndo gosta nem
desgosta), desgosta ligeiramente, desgosta moderadamente, desgosta muito e
desgosta extremamente. Esta escala € de facil entendimento, com minimo de
instrucéo para consumidores inexperientes (MUNOZ, 1992; PAL et al., 1995).

Testes realizados em laboratérios possuem as vantagens de homogenei zar
0 preparo e a apresentacdo das amostras, controlar as condicbes externas e
ambientes e ter baixo custo; suas desvantagens séo as informacdes limitadas. Os
testes realizados em locais centrais possuem as vantagens de obter informagoes
de uma parcela representativa da populacdo e utilizar largo numero de
provadores; sua desvantagem é a falta de controle das condi¢bes verdadeiras de
uso. Assim, € possivel obter maiores informacdes e a opinido familiar com
relacdo ao produto (DELLA LUCIA, 1999).
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CAPITULO 1

TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE CERVEJA

1.INTRODUCAO

O Ministério da Agricultura €, no Brasil, o 6rgdo responsavel pelo
estabelecimento de normas de identidade e qualidade das bebidas alcodlicas e
ndo-alcodlicas. De acordo com essas normas a cerveja € definida como a bebida
obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto de malte por acdo da levedura
cervejeira. Segundo esse Ministério, as matérias-primas a serem utilizadas na
producdo de cerveja sdo: malte, dgua e lUpulo; devendo-se ser ressaltado que
parte do malte poderd ser substituida por cereais malteados ou ndo, ou por
carboidratos de origem vegetal. As fontes de carboidratos utilizadas em
substitui¢cdo ao malte sdo chamadas “ adjuntos’.

No que diz respeito aos adjuntos utilizados na producdo da cervea
brasileira destacam-se: gritz de milho e a quirera de arroz. Em menor escala
utiliza-se aglcar na forma de agucar cristal e aglcar invertido. Mais recentemente
entrou Nno mercado o xarope de milho. Tanto no Brasil como no exterior ha
pesquisadores estudando a utilizagdo de fontes ndo-convencionais de adjunto na

producéo de cerveja.



Provavelmente as primeiras bebidas alcodlicas tenham sido feitas de
cevada, tdmaras, uvas ou mel, sendo a origem incerta. Ha evidéncias de que a
cerveja feita de cevada malteada ja era fabricada na Mesopotamia em 6000 antes
de Cristo.

O Brasil apresenta hoje varias cervejarias de médio e grande porte, que
adotam a mais moderna tecnologia cervejeira para fabricar suas cervejas. A
producao brasileira de cerveja soma aproximadamente 84 milhdes de hectolitros
anuais (2001), colocando o pais em 4° lugar em nivel mundial, atrés apenas dos
Estados Unidos (236,5 milhdes de hL por ano), da China (209 milhdes de hL por
ano) e da Alemanha (112,8 milhdes de hL por ano).

A fabricacdo de cervegja € com certeza uma das mais antigas
biotecnologias e, em termos econdémicos, permanece sendo a aplicacdo mais
significativa da microbiologiaindustrial.

O estudo da arte cervegeira € atualmente baseado em conhecimentos
tedricos e empiricos, que foram acumulados ao longo dos séculos através de
préticas continuas. Somente ha 100 anos a cerveja passou a ser estudada a fundo,
e até hoje ndo foi possivel detectar todas as reagBes que ocorrem durante a
producdo desta bebida. Mesmo os mestres cervejeiros mais modernos sé aplicam
0S conceitos tedricos até determinado ponto. A partir dai, 0 que passa a valer € a
experiéncia de cada um para poder garantir um produto de qualidade.

Tomando-se como base a importancia dessa bebida e o seu complexo
processo de fabricagdo, objetivou-se com este trabalho estudar a tecnologia
cervejeira, utilizando como complemento do malte adjuntos (arroz, sorgo, milho,
caldo de cana, xarope de maltose) na proporcédo de 30% em relagcdo ao malte
processado, fazendo-se uma avaliagdo do teor de extrato do mosto primario e
mosto misto, da massa de extrato do mosto misto e do rendimento da
mosturacéo, parametros estes utilizados pela industria cervejeira com o objetivo

de avaliar a eficiéncia do processo.
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2. MATERIAL E METODOS

A tecnologia da producéo da cervea deste trabalho foi desenvolvida na
fabrica piloto do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), VicosaMG.

2.1. Matériaprima

Para produzir a cerveja foram utilizadas as seguintes matérias-primas.
malte, dgua destilada, IUpulo em pellets e os adjuntos (gritz de milho, sorgo,
guirera de arroz, caldo de cana e xarope high maltose). Foi utilizado sulfato de
cacio (gesso) como insumo, paa correcdo do pH, conforme descrito por
VENTURINI FILHO (1993).

O malte utilizado foi produzido e doado pela malteria do Vale, localizada
no municipio de Taubaté-SP.

Na &gua destilada utilizouse sulfato de calcio di-hidratado (CaSO,.2H,0)
para correcdo na proporcdo de 0,43 g para cada litro, sendo esse um cofator
fundamental na producao de cerveja (Ca 100 ppm).

O ldpulo na forma de pellets foi gentilmente fornecido por industria

cervejeira de Minas Gerais.



A quirera de arroz, o gritz de milho e o caldo de cana foram adquiridos no
comercio local e produzidos no Departamento de Fitotecnia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

O sorgo foi doado pela Embrapa milho e sorgo, localizada no municipio
de Sete Lagoas-MG.

2.2. Agente fermentativo

Como agente fermentativo foram utilizadas leveduras cervejeiras de baixa
e dta fermentacdo da espécie Saccharomyces carlsbergensis (Lager) e
Saccharomyces cerevisiae (ale), devidamente propagadas, utilizando-se como
substrato mosto de cevada a temperatura de 35°C, seguindo a metodologia
descrita pela FUNDACAO ANDRE TOSELLO (2002).

2.3. Processo de fabricacéo da cerveja

2.3.1. Moagem do malte

O malte foi triturado a seco em moinho durante o periodo de 10 minutos,
para cada teste, de forma a produzir a desintegracéo total do endosperma, para

que todos os elementos constituintes estivessem acessiveis as agdes enzimaticas.

2.3.2. Mosturacao

As mosturagbes foram processadas em dois tachos abertos, compostos de
camisa com circulacé@o de vapor e dgua para resfriamento, com capacidade de 18
e 36 L, sendo, respectivamente, um utilizado como cozedor de cereal e o outro
como tina de mostura. No aguecimento utilizou-se circulagdo de vapor gerado
por caldeiras alenha.

Utilizouw-se 0 processo de duas massas, segundo MULLER (2000) e

HOUGH (1987), para os adjuntos sorgo, milho e arroz (amiléceos), seguindo trés
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etapas para producdo de extratos. gomificagdo ou gelatinizac&o, liquefacéo ou
dextrinizagéo e sacarificagdo. Inicialmente trabalhou-se com a temperatura de
50°C na fase de repouso de peptonizacdo, seguindo-se posteriormente as

temperaturas demonstradas na Figura 1.

e PREPARO DO ADJUNTO NO COZEDOR
e A\D|CAO DO ADJUNTO NO MALTE
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Figura 1 — Relacdo de tempo e temperatura na mosturacéo pelo processo de duas
Massas.

Os adjuntos foram utilizados na propor¢cdo de um terco em relacdo a
guantidade de malte do sistema. Eles foram colocados no tacho cozedor de
cereal, ap0Os o repouso de peptonizacdo com 10% de malte em relacdo ao total do
adjunto. Iniciamente foram aguecidos a 50°C durante 25 a 30 minutos, em
seguida a temperatura se elevou na proporgdo de 1°C por minuto até 97°C, onde
permaneceu cerca de 20 minutos, quando foi introduzida no segundo tacho
aberto, contendo a mistura de malte a 50°C peptonizado, ou sgja, 0 que coincide
com inicio da elevacéo da temperatura da massa, mantendo-se o equilibrio em
torno de 73 °C (Figura l).

O caldo de cana e o xarope de high maltose, por se tratarem de adjuntos
acucarados, foram adicionados diretamente ao malte por meio do processo de

infusdo, de acordo com DE CLERCK (1957). Utilizou-se aqui apenas o
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mosturador (tacho aberto de 36 litros). Neste caso o adjunto ndo foi fervido em
tanque separado. A hidrélise de suas fragbes se deu na tina de mosturacéo,
juntamente com o malte, em temperaturas inferiores a 75°C. Como
anteriormente, os adjuntos foram utilizados na proporcéo de um terco em relacéo
a quantidade de malte do sistema. Primeiramente foram aguecidos a 50°C durante
25 a 30 minutos, em seguida a temperatura se elevou na proporgdo de 1°C por
minuto até 73 °C, onde permaneceu cerca de 20 minutos, quando a temperatura

se elevou para 80 °C durante 10 minutos (Figura 2).
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Figura2 — Relacdo de tempo e temperatura na mosturagcdo pelo processo de
infusdo.

No final da mosturacéo, para os dois métodos, foram feitos os
monitoramentos das transformacdes de degradacdo do amido pelo teste do iodo
(solugéo 0,20 N de iodo), de acordo com REINOLD (1997) e EUROPEAN
BREWERY CONVENTION (1987). Caso estegja presente no mosto, o iodo

combinase com amido ndo-hidrolisado, produzi ndo coloragdo azul bem intensa.



2.3.3. Filtracéo

A filtracdo foi realizada em um suporte metalico perfurado, recoberto por
um pano de algoddo devidamente esterilizado em autoclave a 121°C, por 15
minutos.

No processo utilizou-se o0 método em que o leito de filtragem é revolvido
com a guda de uma despumadeira de &cido inoxidavel e adicionaram-se
cuidadosamente 18 litros de agua destilada (Ca 100 ppm) a 80°C, com o objetivo
de lavar 0 bagaco de malte. Apds 30 minutos de filtragem repetiu-se a mesma
operacado, de acordo com CEREDA et a. (1983) e BRAHMA (1998).

2.3.4. Cocgéo do mosto e adi¢éo do lupulo

A partir da filtragem, o mosto adquirido foi fervido por 60 minutos em
tacho aberto, em volume de 36 litros, onde o aguecimento foi feito com vapor.

Na lupagem do mosto utilizou-se |Gpulo em pellets, através do método
tradicional de trés cargas, sugerido por Hudston, citado por VENTURINI FILHO
(1993). Nesse processo a primeira carga de lupulo foi adicionada 15 minutos

apoés o inicio da ebulicdo, a segunda a30 minutos e aterceira 45 minutos.

2.3.5. Resfriamento do mosto e corregao do °Brix

Finalizada afervura (100°C), o mosto foi resfriado em um recipiente de 50
litros de capacidade, contendo agua a-20°C. Apds a temperatura do mosto chegar
proximo de 20°C, determinou-se o teor de extrato através de um refratdmetro
marca Cosmo Brix 0 — 32. O teor de extrato do mosto foi corrigido para 12°Brix,
com 0 uso de &gua desmineralizada.

Com o extrato corrigido, foi retirada uma amostra de 500 mL, para
determinagdo do extrato fermentavel.

O mosto, apos a coleta das amostras, foi colocado em camarafriaa0°C e

deixado em repouso durante 12 horas, periodo que tanto o trub quanto o bagaco



de lUpulo decantaram no fundo do recipiente acondicionador. No final do
repouso, 0S mostos sobrenadantes com temperatura proxima de 0°C foram
colocados em batijas plasticas de 5 litros e levados para congelamento. No
momento oportuno foram descongelados e divididos em baldes de 3 litros de
capacidade, sendo completados com mosto até 75% de sua capacidade e,

posteriormente, levados para inoculagdo do agente fermentativo, como mostra

e ]

Figura 3.

Figura 3 — Visualizac&o dos bal 6es de fermentacdo em processos fermentativo.

2.3.6. Fermentacéo e maturagéo

A inoculagdo do mosto frio foi feita a temperatura de 10— 12°C,
utilizando-se o fermento previamente propagado e devidamente ativado para uma
proporcéo de 10° a 10° células vidveismL de mosto, o que corresponde & adicdo
de aproximadamente 77 g de levedura (em matéria seca) por 100 litros de mosto
ou 200 a 387 g de levedura prensada (40% de umidade) por 100 litros de mosto,
de acordo com CEREDA et al. (1983).

Foram retirados 30 mL de amostra de cada substrato inoculado e em
processo de fermentacdo a cada 6 horas, durante as primeiras 36 horas e de 24
em 24 horas, até a atenuacdo chegar a 80% dos agUcares fermentaveis. Toda
fermentacdo foi conduzida em aparelho incubador BOD 411D marca Nova ética,

com temperatura controlada em 12 + 1°C. Quando o teor de extrato fermentavel



do mosto estava préximo de 80% de atenuacdo, a fermentagdo primaria foi
finalizada.

Paralelamente ao processo fermentativo, uma amostra de 30 mL em
triplicata de cada experimento foi colocada para fermentar a temperatura de
35°C, de forma a verificar o0 consumo dos agucares fermentéveis pelas leveduras,
em um tempo mais acelerado, para se determinar a atenuacéo limite.

Passado o periodo fermentativo, os baldes de fermentacdo, contendo
mosto fermentado, foram colocados em cémara fria com temperatura regulada a
0 + 1°C, para processar a etapa de maturacéo da cerveja verde, onde permaneceu
durante 14 dias, conforme a metodologia da BRAHMA (1998).

2.3.7. Engarrafamento e carbonatacgéo

Com a conclusdo da etapa de maturacdo, a cerveja foi engarrafada
manual mente a uma temperatura proxima de 0°C, em garrafas de 600 mL, de cor
ambar, com tampas metdlicas, ambas devidamente esterilizadas em &gua fervente
durante 1 hora.

O processo de carbonatag8o foi realizado naturalmente, a temperatura
ambiente. Através da fermentacdo do agUcar residual presente na cerveja, por
acdo das leveduras ainda presentes no meio, 0 gas carbonico foi produzido no
interior das garrafas durante o processo, conforme a metodologia descrita por
VENTURINI FILHO (1993). No final da carbonatagdo, as garrafas que
continham cerveja foram pasteurizadas e armazenadas em geladeira (6 — 8°C),

aguardando os testes sensoriais.

2.4. Avaliacao da mosturacéo

2.4.1. Teor de extrato do mosto primario e mosto misto

O teor de extrato aparente foi determinado com o refratdmetro de Brix,
conforme COPERSUCAR (1987).



2.4.2. Massa de mosto misto
A massa de mosto misto foi obtida em balanca comercial, marca Filizola,
com capacidade de 20 kg e sensibilidade de 10 g. A massa de extrato do mosto

misto foi obtida pela formula descrita a seguir, de acordo com VENTURINI
FILHO (1993).

Massa de extrato (g) = teor de extrato (°Brix) x massa de mosto (g) / 100

2.4.3. Rendimento da mostur agao

O rendimento da mosturacdo foi calculado através da equagdo a seguir, a
partir de informacdes obtidas em DE CLERCK (1957).

Rendimento = massa de extrato (g) / massa de malte (g) + massa de adjunto . 100
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliagao da mosturacgéo

A eficiéncia da mosturacdo, que representa a taxa de hidrolise do amido
em acgUcares, foi estimada pelos parametros teor de extrato do mosto primario,
teor de extrato do mosto misto, massa do mosto misto e rendimento da

mosturacéo.

3.2. Teor de extrato do mosto primario

O teor de extrato do mosto primario € a quantidade de aclcar (°Brix)
obtido no mosto apos a hidrélise enzimatica, sendo a primeira fase liquida que
atravessa o leito de filtragéo.

Pelo exame dos dados do Quadro 1, notase que entre os adjuntos
acucarados (xarope de high matose e caldo de cana) ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p > 0,05). Também ndo foi notada diferenca
significativa entre os adjuntos amilaceos (sorgo, milho e arroz), o que esta de
acordo com os resultados obtidos por VENTURINI FILHO (1993). Somente
ocorreu diferenca quando os grupos (amilaceo e agucarado) foram comparados.

A mosturac&o dos adjuntos amiléceos milho, sorgo e arroz, utilizando o processo



Quadro 1 —Médias do teor de extrato do mosto primario para as diferentes

composi ¢oes estudadas
Composicéo Teor de extrato do mosto primario (°Brix) Desvio-padréo
30% de maltose 22,5a 1,05
30% de cana 215a 121
30% de sorgo 17,0b 0,00
30% de milho 16,5b 0,60
30% de arroz 16,3b 0,62

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (p >
0,05) (GAN et al., 2001).

de duas massas, apresentou, respectivamente, os resultados 16,5, 17 e 16,3°B.

Esses resultados podem ter ocorrido em fungcdo de os amidos desses cereais
apresentarem temperaturas de gomificagdo semelhantes, tendo uma
disponibilidade de aguUcares proxima em relagdo aos seus extratos de mosto
priméario. Deve-se destacar que a temperatura de gomificacdo depende da espécie
botanica e do tamanho dos gréanulos de amido para mesma espécie, segundo
REINOLD (1997). Essa extracdo corresponde a 80 a 90% de solidos totais
extraidos do adjunto, segundo a AMBEV (2003). Ja os adjuntos agucarados
apresentaram concentracdes de aglcares de 22,5 °B para xarope de high maltose
e 215 para cado de cana, que corresponde ao processo de infusdo. A
concentracdo de agucar foi maior no xarope de high maltose em fungdo de ele ser
usado em igual proporcdo em relacdo ao caldo de cana (um terco em relacéo ao
malte) e estar mais concentrado. A hidrélise ndo pomoveu uma geracéo de

acUcares téo elevada quanto aquelas obtidas pelas fontes ja agucaradas.

3.3. Teor de extrato do mosto misto
O teor de extrato do mosto misto € a quantidade de agucar (°Brix) obtido

apoés o residuo sblido ser lavado com agua quente (75 — 80°C), para extrair a

maxima quantidade de extrato retido no leito filtrante.
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Analisando os dados do Quadro 2, observa-se que existiu diferenca
estatistica entre os substratos agucarados (xarope de high maltose e caldo de
cana), que diferiram também dos substratos amilaceos, acompanhando o mesmo

Quadro 2 —Médias do teor de extrato do mosto misto para as diferentes

composi ¢oes estudadas
Composicao Teor deextrato domosto misto (°Brix) Desvio-padréo
30% de maltose 16,5a 0,34
30% de cana 160a 0,43
30% de sorgo 92c 0,26
30% de milho 91c 0,45
30% de arroz 91c 0,34

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (p >
0,05) (GAN et al., 2001).

comportamento do teor de extrato do mosto primério. JA para os substratos
amilaceos entre si ndo foi observada nenhuma diferenca nos tratamentos. A
melhor extragdo de solidos sollveis conseguida na lavagem do bagaco do malte
(mosto misto) foi observada nos adjuntos agucarados (xarope de high maltose
21,5°Brix e caldo de cana 16,5°Brix).

Os adjuntos amilaceos, apods lavagem, apresentaram teor de extrato do
mosto misto semelhante (milho 9,1°Brix, sorgo 9,2°Brix, arroz 9,1°Brix),
comprovando que apesar de possuirem amidos de composicdo diferentes
(proporgdo de amilose e amilopectina) as etapas de gelatinizagdo, liquefagéo e

sacarificagdo, na mosturacdo foram idénticas paratodos.

3.4. Massa de mosto misto

A massa de extrato de mosto misto € o produto obtido ao dividir o teor de
extrato do mosto misto (°Brix) pela massa de mosto (Q).

Analisando o Quadro 3, notase que houve diferenca significativa
estatisticamente entre os substratos agucarados (xarope de high maltose e caldo

de cana). Constata-se que para os adjuntos amiléceos submetidos ao processo de



mosturagéo pelo método de duas massas a massa de extrato foi: milho 3.033 g,
sorgo 3.064 g e arroz 3.032 g. Ja para os adjuntos agucarados submetidos ao
método de infusdo os resultados foram: maltose 3.684 g e cana 3.560g. Os
resultados mostram que os adjuntos amilaceos, por utilizarem maior quantidade
de &gua no processo de filtracdo, possuem teor de extrato no mosto misto menor
gue o dos adjuntos agucarados, 0 que leva conseqlentemente a uma massa de
extrato do mosto misto também menor, que ira influenciar diretamente o
rendimento da mosturacéo; estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
HUG & PFERNNINGER (1980).

Quadro3—Meédias do teor da massa do mosto misto para as diferentes

composi ¢oes estudadas
Composicéo Massa do mosto misto Desvio-padr&o
30% de maltose 3684 a 2,6
30% de cana 3560 b 2,6
30% de sorgo 3064 c 3,0
30% de milho 3033d 2,6
30% de arroz 3032d 3,0

Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (p >
0,05) (GAN et al., 2001).

3.5. Rendimento da mostur acéo

O rendimento da mosturagcdo de todos os tratamentos é calculado como a
razéo entre a massa de extrato do mosto misto e a massa do malte utilizado mais
a massa do adjunto. Analisando estatisticamente os resultados apresentados no
Quadro 4, verificase que ndo houve diferenca significativa entre os adjuntos
acucarados, quando comparados entre si, porém existe diferenca estatistica
guando comparados com os adjuntos amilaceos. Também ndo foi detectada
diferenca entre os adjuntos amilaceos comparados entre si, que tiveram 0s
seguintes resultados de rendimento na mosturagdo: sorgo 76,6%, milho 75,8% e
milho 75,5%, o que esta de acordo com os resultados obtidos por VENTURINI

FILHO (1993), que trabalhou com adjuntos amilaceos. Como os resultados das

41



massas nos extratos dos mostos mistos foram mais elevados para os adjuntos
acucarados, e a massa do malte acrescida da massa do adjunto foi a mesma para
todos os tratamentos, conclui-se que os adjuntos agucarados, como demonstrado

Nos parametros anteriores, apresentaram melhores rendimentos.

Quadro4 —Médias dos rendimentos da mosturacdo para as diferentes

composi¢oes estudadas
Composicao Rendimento da mosturacéo Desvio-padrao
30% de maltose 91,967a 2,49
30% de cana 89,000 a 180
30% de sorgo 76,600 b 1,03
30% de milho 75,800 b 2,32
30% de arroz 75,500 b 1,82

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (p >
0,05) (GAN et al., 2001).
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3. CONCLUSOES

Dentro das condi¢bes de trabalho em que foi realizada esta pesquisa,
pode-setirar as seguintes conclusoes:

Concluiu-se, com base nos teores de mosto primario, mosto misto, massa
do mosto misto e rendimento, que a eficiéncia de hidrdlise dos trés cereais
empregados (amilaceos), se comparados com as fontes de aglcares na forma de
xarope (caldo de cana e xarope de high maltose) adicionadas na mesma
proporcdo dos cereais, foi significativamente superior. A hidrélise ndo promoveu
uma geracdo de acUcares tdo elevada quanto aquelas obtidas pelas fontes ja
acucaradas

Entre os trés cereais ndo houve diferenca significativa, o que indica que o
complexo amilolitico proveniente da cevada ndo agiu diferentemente sobre os
tréstipos de amido (milho, sorgo e arroz).

Todos os adjuntos testados neste estudo foram tecnol ogicamente capazes
de produzir meios com caracteristicas adequadas para 0 inicio do processo
fermentativo e podem ser utilizados no processo de fabricagdo de cerveja,
devendo ser destacado que os agucarados possuem maior eficiéncia na

fabricacéo, quando comparados aos amilaceos.



CAPITULO 2

METABOLITOSEM CERVEJA

1. INTRODUCAO

Para que ocorra a utilizagdo dos nutrientes do meio é necessario que as
leveduras possuam genes responsaveis pelo desenvolvimento de sistemas
enziméticos, que possa proporcionar uma metabolizac8o cada vez mais eficiente
dos mais variados constituintes do meio fermentativo (mosto), em compostos
organicos simples e fundamentais, denominados metabdlitos-chaves, que sdo
utilizados no processo de biossintese. O metabolismo degradativo (catabolismo)
realiza-se com a liberagdo de energia (processo exergdnico). Ja 0s processos de
biossintese sdo endergbnicos, necessitam do fornecimento de energia para sua
realizacdo. A energia para biosséntese é formada pelas reagOes catabolicas
(VERDUYN, 1991; PATARO et al., 1998).

Através das reagdes enzimaticas, os metabdlitos formados, inicialmente,
servem como matéria-prima; sdo transformados em moléculas simples, entre os
quais estdo os intermedidrios ou precursores das macromoléculas; e sdo os
intermediarios da oxidacdo da glicose, ou sgja, as trioses, as pentoses, 0 acido

piravico, o acetil-CoA, o oxaloacetato, 0 a-cetoglutarato e outros. Dentre 0s



precursores das macromoléculas no metabolismo biossintetizador estdo os
aminoacidos, nucleotideos, aminoagUcares e &cidos graxos. Alguns sdo
compostos nitrogenados cujo nitrogénio provém do ion de aménio do meio.
Outros contém enxofre, derivado do ion de sulfato, e outros sdo ésteres do acido
fosférico (WATIER et al., 1996).

Os metabdlitos primérios sdo moléculas de baixo peso molecular que
aparecem como produtos intermediarios ou finais das vias catabdlicas e
anabolicas das leveduras na producéo de cerveja e como suporte para construcéo
das macromoléculas essenciais, ou sdo convertidos em coezimas. O etanol, o
glicerol, o acetato e a glicose sdo intermediarios do processo bioldgico. A
superproducéo de metabdlitos durante o processamento € evitada pela maioria
dos microrganismos, visto que € um processo que consome grande quantidade
energia (ALVES, 1994).

O conjunto dessas reagcdes € coletivamente denominado metabolismo
intermedi&rio e constitui-se por um complexo de reacBes enziméticas
interligadas. Cada uma dessas reacOes €, do ponto de vista bioguimico,
relativamente simples, envol vendo a retirada ou a adicéo de hidrogénio da agua,
de gas carbbnico, de ambnia ou de fosfato (HORNSEY', 2005).

Os componentes da cerveja classificados como secundarios constituem um
grupo de produtos oriundos do processo de fermentacéo e sdo responsaveis por
caracteristicas sensoriais importantes, que se ndo forem monitoradas
adequadamente podem comprometer a qualidade da cerveja. Esse monitoramento
esta relacionado com a manipulacdo de fatores que tém influéncia direta no
metabolismo dalevedura (LEWIS e YUONG 1995).

O objetivo desta etapa do trabalho foi estudar o perfil de consumo da
glicose e formagao de etanol, glicerol e acetato em cervejas, utilizando leveduras
de baixa (Saccharonyces carlsbergensis) e ata (Saccharomyces cerevisiae)
fermentacdo em diferentes substratos, contendo sorgo, arroz, milho, xarope de

high maltose e caldo de cana, como adjuntos do malte.



2. MATERIAL E METODOS

As determinagbes dos metabolitos foram realizadas no Laboratorio de
Fermentagbes do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da
Universidade Federal de Vicosa, VicosaMG e no Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Biol6gicas — NUPEB da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro
Preto-MG.

2.1. Determinagdo de metabdlitos extracelular es

2.1.1. Determinacao de etanol

A determinagdo do etanol foi feita com o uso da metodologia enzimatica
(ADH + AL-DH), com utilizag&o do kit comercial (BOEHRINGER, 2003).

O método enzimético utiliza a écool desidrogenase (ADH) e a acetaldeido
desidrogenase (AL -DH) em presenca de NAD™.

O equilibrio da reacéo € deslocado para a direita com a formacéo do
acetaldeido. O acetaldeido € oxidado quantitativamente a &cido acético na

presenca da enzima aldeido desidrogenase (Al -DH), segundo areacgéo a seguir:

Etanol + NAD * 345%%/® Acetadeido + NADH +H"*



Acetaldeido+ NAD * H,0 %% ¥1® Acido acético+ NADH +H*

O etanol presente no meio foi oxidado através da adenina nicotinamida
dinucleotideo (NAD™), na presenca da enzima &cool desidrogenase (ADH)
(reac&o anterior).

O NADH formado nareacao anterior foi determinado pela absorbanciaem
espectrof otdbmetro de dosagens bioquimica COBAS-FARA (Roche) a 340 nm, a
20°C, para um volume de amostra de 10 microlitros e um volume final de
250 microlitros.

De acordo com a equagdo, em relacéo a concentracdo de NADH formado,
ha uma relacdo estequiométrica com a degradacdo do substrato (etanol). A

formula utilizada para o calculo pode ser expressa por:

V.M W

c —————xDA [g/L
ed.v.2.1000 lo/L]

em que
V = volume final: 250 microlitros;
v = volume da amostra: 10 microlitros,
MW = peso molecular: 46,07;
d = caminho 6tico [cm]: 1.00;
e = coeficiente de extincdo do NAD a340 nm = 6.3 [L.mmol *.cm']; e

DA = variagdo da absorbancia.

2.1.2. Determinacéo deglicerol

A dosagem de glicerol extracelular das amostras foi realizada através da
metodol ogia descrita no kit comercial (BOEHRINGER, 2003).
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O glicerol presente nas amostras foi fosforilado na presenca de ATP e
transformado em L-glicerol-3-fosfato e ADP na reacéo catalisada pela enzima

glicerolquinase (GK), de acordo com a reagéo:
Glicerol +ATP % %® L - glicerol- 3- fosfato+ ADP

Na reacéo a seguir, através da acdo da piruvatoquinase (PK), ha a reacéo

do ADP com fosfoenol piruvato ocorre aformacéo do piruvato mais ATP.

ADP + Fosfoenolpiruvato % %® Piruvo +ATP

O piruvato em presenca do NADH+H" (reduzido) e em reag&o catalisada
pela enzima L-Lactatodesidrogenase (L-LDH) produz L-Lactato e NAD®
(oxidado) (reacéo abaixo).

Piruvato + NADH + H* % Y9%® L - Lactato+ NAD "

Conforme pode ser deduzido dessas reacdoes, o NADH foi utilizado
equivalentemente ao consumo do glicerol, o que é acompanhado através da
absorbancia em aparelho de dosagens bioquimicas COBAS-FARA (Roche) a
340 nm a uma temperatura de 20-25°C e 10 microlitros de amostra para um

volume total de 250 microlitros.

o= V.MW
e.d.v.1000

xDA [g/L]
em que

V =volume final: 250 microlitros;

v = volume da amostra: 10 microlitros;

MW = peso molecular: 92,1;



d = caminho 6ético [cm]: 1.00;
e = coeficiente de extinggio do NAD a340 nm = 6.3 [L.mmol *.cm']; e

DA = variagdo da absorbancia.

2.1.3. Determinacgdo de acetato

A determinacéo do acetato foi feita com o uso da metodologia descrita no
kit comercial (BOEHRINGER, 2003).

O &cido acético presente nas amostras testadas (acetato) foi convertido a
acetil-CoA (reacdo descrita a seguir), na presenca da enzima acetil-CoA sintetase
(ACS), adenosina-5-trifosfato (ATP) e coenzima A (CoA).

Acetato + ATP + CoA % 9%5® Acetil - Coa+AMP + Pirofosfato

Acetil-CoA reage com oxaloacetato e transforma-se em citrato na

presenca da enzima citrato sintase (CS) (reagdo a seguir).

Acetil - CoA + Oxaloaceto+H,0 %%® Citrato+CoA

O oxaloacetato requerido para reacdo e formado a partir do L-malato
(reac@o a seguir) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) na presenca de
L-malato desidrogenase (L-MDH). Nestareagio o NAD * é reduzido a NADH.

L - Maato+NAD * 3%, %.9%8/® Oxaoaetato+ NADH +H*

A concentracdo de acetato € proporcional a formacdo do NADH que foi
determinado através do aumento da absorbancia, em aparelho de dosagens
bioquimica COBAS-FARA (Roche) a 340 nm a 20 °C para um volume de
amostra de 10 microlitros e um volume final de 250 microlitros.
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V.MW

c=————DA[g/L
e.d.v.1000 lo/L]

em que;
V = volume final: 250 microlitros;
v = volume da amostra: 10 microlitros,
MW = peso molecular: 60.05;
d = caminho ético [cm]: 1.00;
e = coeficiente de extincgio do NAD a340 nm = 6.3 [L.mmol *.cm']; e

DA = variagao da absorbancia.

2.1.4. Determinacao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada através de técnica enzimética

seguindo metodologia do kit comercial (BOEHRINGER, 2003) utilizando
hexoquinase e glicose-6-fosfato desidrogenase.

Na conducédo dos ensaios a pH 7,6 a enzima hexoguinase (HK) catalisa a
fosforilac8o da D-glicose (reacdo abaixo) através da adenosina5-trifosfato (ATP)

com aformagdo simultéaneo da Adenosina-5-difosfato (ADP).

D - Glicose+ATP %% ® Glicoe- 6- fosfato+ADP"

A glicose-6-fosfato (G-6-P) € oxidada através do fosfato da nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADP) na presenca da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6P-DH) para D-gluconato-6-fosfato com a formacéo de nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (NADPH - reduzido) (reacéo a seguir).

Glicose- 6- fosfato+r NADP % 95%¥4® D - gluconato- 6- fosfator NADPH+H*



A quantidade de NADPH formada nesta reacéo € estequiometricamente
equivalente a quantidade de glicose no sistema. O aumento do NADPH foi
medido pela absorbancia a 340 nm, a uma temperatura de 20-25°C, e um volume

de amostra de 10 microlitros para um volume final da mistura de 250 microlitros.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Determinacao do etanol

Os niveis de producédo de etanol nas fermentacBes agqui apresentados
referem-se ao total obtido no sistema de fermentagdo, utilizando nos ensaios o
reator cheio até 75% de sua capacidade, sem alimentacdo de oxigénio, somente
com agitacdo inicial, até 80% de consumo dos agUcares fermentaveis. Foram
utilizadas as duas |leveduras de dta e baixafermentacao, nos diferentes substratos.

A andlise da Figura 1 revela que a producdo de etanol teve inicio a partir
das primeiras horas de fermentacdo, apresentando baixos valores e
permanecendo sem grandes aumentos até as 84 horas. Constatou-se 0 mesmo
comportamento para todos os ensaios, 0 que € favordvel na fermentacdo de
cerveja do tipo pilsen (tipo de cerveja alvo do teste), cujos \alores de etanol
podem chegar a2 a 4,5 % no produto final para comercializacdo. Como neste
trabalho a fermentacéo foi interrompida com 80% de consumo dos agucares
fermentaveis, os niveis de etanol atingiram, em média, 30 g/L. Em cervejas
testadas por BVOCHORA e ZVAUY A (2001), utilizando adjuntos amiléceos, os
niveis de etanol chegaram a 4,74 % (v/v) de quatro a sete dias de fermentacéo.
Porém, niveis acima de 45¢g/L em pleno processo fermentativo, como
confirmado em trabalhos feitos por GUIDO et al. (2004), podem impedir o
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crescimento e a multiplicacdo da levedura no processo cervejeiro, considerando
gue a maioria das linhagens de levedura usadas na cervearia, como confirmado
por WATIER (1996), tem somente tolerancia moderada ao etanol. Apesar de
serem indicativos de uma atividade mais e evada da levedura, altos niveis de
etanol seriam prejudiciais aos propdésitos do experimento.

A partir das 84 horas, quando provavelmente a quantidade de saturacéo
em oxigénio no meio caiu (meio ndo-alimentado com oxigénio), foram notados
para os referidos tratamentos aumentos na producéo de etanol, permanecendo a
medida que o oxigénio era consumido. A concentracdo de etanol foi elevando-se
no meio, visto que esta substancia € preferencialmente formada em condic¢des de

anaerobiose.

3.2. Determinacéo do glicerol

A producéo de glicerol para as duas leveduras (ale e lager) nos substratos
analisados ndo apresentou grandes variagdes, se comparadas entre si, porém
sendo ligeiramente maior nalevedura(ale).

Observa-se, na Figura 2, tendéncia de aumento de producdo desse
metabdlito ao longo das fermentagdes. Os maiores aumentos, de modo geral,
foram observados a partir das 100 horas de fermentacdo, o que provavelmente
coincide com o final do periodo de saturacéo do oxigénio dos meios e o inicio da
fase anarobica da levedura, que nessas condic¢des € um importante mecanismo de
balanco redox, onde o NADH ¢é produzido citosolicamente e reoxidado pela
enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, como afirma VICENTE (2003).

A producéo de glicerol, em todos os tratamentos, ndo ultrapassou 2 g/L
(Figura 2), pois os ensaios fermentativos foram programados para consumir 80%
dos acucares fermenteciveis, sendo interrompida as 180 horas, retando ainda
20% de acUcares fermentaveis que seriam fontes potenciais de glicerol, que
possivelmente poderia atingir uma faixa maior. Sendo um constituinte nao-
volétil, suas concentracdes séo detectadas em cervejas (SILVA, 1989) nafaixade

1,5a3,4 g/L. Mesmo néo tendo atingido o0 maximo da potencialidade de
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producdo nos meios testados, pois como mencionado a fermentacdo néo foi
conduzida até o final, o glicerol produzido até o momento da interrupgdo pocde ter
participado como precursor de substéncias determinantes nas caracteristicas
sensoriais das cervejas, uma vez que aplicando o teste sensorial por meio da
escala hedbnica as diversas cervejas tiveram indices de aceitacdo variavel. Esta
hipétese esta ce acordo com PINTO (2004), que afirma que, dependendo da
enzima envolvida, a degradacdo do glicerol pode conduzir a producdo dos
compostos como o diacetil, a acetoina ou o0 é&cido acético, que pode alterar o

sabor dacervea

3.3. Determinacéo do acetato

Sendo produto do metabolismo secundério da levedura, o acetato foi
excretado no meio fermentativo durante as primeiras horas, apresentando
concentracOes variaveis para as duas leveduras nos diferentes substratos, ao
longo das fermentacdes, como mostra a Figura 3. Durante as primeiras 24 horas
notou-se queda na producdo dessa substancia mais rapidamente na levedura
lager, nos substratos xarope de high maltose, caldo de cana, sorgo e milho,
chegando proximo de zero. Ja no substrato arroz, as duas leveduras chegaram
proximo de zero, em igua tempo. A partir de 24 horas, nota-se para todas as
fermentagbes tendéncia de variagbes na producdo e no consumo desse
metabdlito, que neste experimento caracteriza cervejas acidas. Porém, convém
lembrar que o processo fermentativo foi interrompido com 80% do consumo dos
acUcares fermentéaveis, ainda restando 20%, que provavelmente ateraria a
concentracdo desse metabdlito no meio. BASSO (1991) e ALVES (1994)
relataram que o0s teores de acetato no meio dependem da intensidade do
crescimento do microrganismo. Como a propagacao teve uma boa evolugéo de
biomassa nos meios testados, os indices de acetato apresentaram-se elevados.
Mas, segundo 0s mesmos autores, essa substancia € metabolizada exclusivamente
pelas leveduras que o reabsorvem no final da fermentacdo, alterando suas

concentragdes, tornando-as variaveis no final da fermentacéo. Para ALVES
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Figura3 — Producdo de acetato utilizando as leveduras ale e lager para os
substratos cana, maltose, arroz, sorgo e milho.
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(1994), cervejas de variadas origens raramente excedem 0,2 g/L, porém as
cervejas &idas demas podem atingir 2,34 g/L. Mesmo apresentando teores de
acetato na faixa de 4 — 6 g/L até o momento de encerramento do processo
fermentativo, que caracteriza cervejas acidas, seria provavel a diminuicdo desse
metabdlito, uma vez que existe a possibilidade de reabsorcdo pelo agente
bioldgico. Testes nas cervejas acabadas teriam de ser feitos para comprovar essa

hipotese.

3.4. Consumo de glicose

A cinética de consumo de glicose para as duas leveduras (ale e lager), nos
substratos testados, ndo apresentou grandes variacOes. Se comparadas entre s,
nota-se um consumo minimo até as 60 horas, 0 que normalmente ndo se observa
quando a glicose é preferencialmente consumida pela levedura. Porém, de acordo
com VERDUYN (1991), enquanto ndo existe manifestacdo externa da atividade
metabolica estdo ocorrendo diversos fendmenos fisiolégicos e bioquimicos
importantes, quando as proprias leveduras estdo se adaptando aos meios de
diferentes constitui¢cdes utilizados neste experimento, ao mesmo tempo em que
estdo sendo sintetizados novos sistemas enziméaticos, para permitir que alevedura
possa utilizar uma ampla variedade de componentes dos meios. Apos as 60 horas
do processo fermentativo iniciou-se um consumo acentuado de glicose, que
coincidiu com 0 maior aumento na producdo de etanol e permaneceu até as 180
horas, determinando assim o final do processo fermentativo em todos 0s meios
testados. Essa etapa caracteriza-se pelo desprendimento volumoso e intenso de
diéxido de carbono, consequéncia da existéncia de um nimero suficiente de
células para desdobra dos agucares dos meios de cultivos.

Excegéo ocorreu com uso do substrato que continha caldo de cana como
adjunto (complemento), onde se observou o consumo moderado até as 156 horas,

intensificando-se no final de 156 a 180 horas.
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59




4. CONCLUSOES

De modo geral, a producéo de etanol no meio fermentativo iniciou-se
entre 60 — 80 horas, periodo em que foram observados 0 maior consumo de
glicose no processo e provavel mente a diminuicdo no suprimento de oxigénio do
meio. N&o existiu destague de producdo entre as leveduras testadas nos
substratos utilizados, todos permanecendo em umafaixade 27 a32 g/L.

A producdo de glicerol entre as leveduras nao apresentou grandes
variagdes, sendo ligeiramente superior naleveduraale.

N&o houve destague de producéo do glicerol em relagdo aos substratos,
tendo um aumento proporcional para todos os meios testados. Nas condigcbes
testadas com 80% de consumo dos acUcares fermentaveis, o glicerol ja se
encontrava na faixa ideal para producéo de cerveja, ndo tendo interferéncia nem
das cepas de levedura nem dos substratos testados na superproducé&o ou
deficiéncia desse metabalito.

O acetato excretado no meio fermentativo apresentou teores variaveis para
as duas especies de leveduras nos substratos testados, com queda a zero em
alguns pontos do processo para todos 0os meios.

Até 80% de consumo dos aglUcares fermenteciveis, a tendéncia nas

condicdes fermentativas testadas foi a producéo de cerveja &idas. Porém, o



acetato pode ser reabsorvido pelas leveduras no final da fermentacéo, diminuindo
aconcentracdo até as faixasideais.

O consumo de glicose para todos os substratos com ambas as leveduras
testadas se iniciou apos as 60 horas, 0 que pode ser devido a adaptacdo da
levedura aos meios de fermentacdo com diferentes composi¢oes. Esta tendéncia
de consumo é compativel com as condic¢des de processo e com aforca do indculo

adotados neste experimento.
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CAPITULO 3

ATIVIDADES ENZIMATICASEM CERVEJA

1.INTRODUCAO

Enzimas sdo substancias existentes em todos 0s seres vivos, animais ou
vegetais. S0 responsaveis pelas transformagfes bioquimicas que se realizam nos
processos de vida. Podem acelerar as reacbes quimicas até um grau
predeterminado e agem como catalisadores. Portanto, ndo sdo consumidas pela
reagcdo. As enzimas sdo responsaveis pelo aumento das velocidades de todas as
reacOes que ocorrem no interior das células e sua atividade catalitica depende da
integridade da sua conformacéo protéica nativa (FONTES, 2003).

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA com
propriedades cataliticas, todas as enzimas sd0 moléculas de proteinas, cuja
funcdo é reconhecer e se ligar a reagentes especificos, catalisando sua converséo
em produtos (GALLO, 2000).

O estudo cinético de reacdes enzimaticas fornece informacdes basicas da
reagdo e parametros gque caracterizam as propriedades da enzima. Informagdes
cinéticas podem s usadas para diferentes aplicagbes de enzimas, como

transformacao de compostos de interesse industrial ,caso da producéo de cerveja.
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Todos os processos de producdo de bebidas pelo uso de microrganismos
fermentadores baselam-se na regulagdo do metabolismo celular para obtencédo de
produtos de alta qualidade. Assim, o estudo e a regulacdo do processo enzimatico
tendem a se tornar uma grande ferramenta de controle para processos de
fabricacdo de bebidas alcodlicas (LEWIS e YOUNG, 1995).

No metabolismo de cada microrganismo na producéo de cerveja de
gualidade as enzimas sao capazes de catalisar uma grande variedade de reacoes,
entre as quais hidrélises, polimerizacbes, oxirreducdes, desidratacoes,
condensacfes alddlicas, transferéncias de grupos organicos, reacdes de radicais
livres etc (MAGASANIK, 1992).

Na producdo de cerveja com utilizacdo de maltes, adjuntos, |Gpulos e
adguas com caracteristicas quimicas diferenciadas, podem ser produzidos
substratos com vérias constitui¢cdes, o que ira influenciar o crescimento do
microrganismo, que depende do tipo de substrato em que este esta crescendo e da
capacidade de se adaptar a0 meio, pois serdo capazes de produzir enzimas
especificas que podem descriminar uma dada espécie molecular numa mistura
complexa (TERSCHURE et al.,1995).

A atividade das enzimas regulatérias do crescimento e a presenca de
metabolitos que estimulem a sua atividade ou de inibidores que procedam de
forma contréria sdo fatores determinantes no processo cervejeiro de forma geral
(DUESTER et al., 1999).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o perfil de algumas enzimas
proveniente de levedura de ata e baixa fermentacdo, quando cultivadas em
substratos de diferentes constitui ¢cBes quimicas. Essas enzimas sdo determinantes
no processo cervejeiro, de forma que seus conhecimentos cientificos visam
elucidar o processo fermentativo e otimizar a qualidade do produto, com

finalidades cientificas e comerciais.



2. MATERIAL E METODOS

As determinagcbes enziméticas foram redlizadas no Laboratorio de
Fermentagbes do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da
Universidade Federal de Vicosa, VicosaMG e no Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Biol6gicas — NUPEB da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro
Preto-MG.

2.1. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina das amostras foi realizada com base no método de
LOWRY et al.(1951).

Proteina produzida:

[,+0,0873

Conc.de proteina =
0,103
em que
ép = leitura de absorbancia em espectrofotometro;

Proteina= (€p + b)/a;



y=ax +b;

a e b = sdo fatores calculados a partir da equagdo da regresséo linear da
curva-padrdo padronizada para o aparelho COBAS-FARA,
naquel as condic¢des de trabal ho.

2.2. Ensaios enzimaticos

As atividades enziméticas foram calculadas pela formula descrita a seguir,
usando como coeficiente de extingdo 6,22, volume no ensaio de 250 nt e volume

do extrato de 50 nt para os substratos em um tempo de incubagdo de 10 minutos.
- Atividade enzimatica especifica:

Dinclinacéo” volume noens
vol.extrato” coef.extincdo” [proteina]

Atividede =

em que
Aindinacio = diferenca de inclinagdo das curvas-padréo do branco e da

amostra

Obs.: A inclinagdo das curvas padréo do branco e da amostra sdo obtidas pela
regressdo linear dos dados da leitura do espectrofotdmetro do aparelho
COBAS-FARA (Roche).

2.2.1. Preparo deextratos celulares

Foram retirados 30 mL de amostra de cada substrato inoculado e em
processo de fermentacdo a cada 6 horas, durante as primeiras 36 horas e de 24
em 24 horas, até a atenuacdo chegar a 80% dos agUcares fermentaveis. As
amostras (2.500 g) foram centrifugadas por 10 minutos, a 4°C. Apos o descarte

do sobrenadante o sedimento celular foi ressuspenso em 30 mL de solugdo



gelada de NaCl 0,9%. A amostra foi novamente centrifugada; o sobrenadante foi
descartado e 0 sedimento celular ressuspenso em 0,5 mL de tampéo imidazole
(Imidazol 200 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7) e transferido para tubos
de ensaio contendo 0,5g de pérolas de vidro em cada tubo. As células foram
rompidas por agitagdo em vortex (3 x 90 segundos), com repouso em ¢elo nos
intervalos de agitacdo. Apos esse procedimento adicionou-se 0,5 mL do tampéo
imidazol em cada tubo. O sobrenadante foi transferido para tubos plésticos de
1,8 mL, que foram colocados em microcentrifugas e centrifugados por 10
minutos a 3.500 rpm, sobre refrigeracdo. O sobrenadante foi coletado e
acondicionado em temperatura de -20°C até o momento da dosagem (SALGADO
et al., 2002).

2.2.2. Determinacao da atividade da alcool desidr ogenase

A atividade da alcool desidrogenase (E.C. 1.1.1.1) foi determinada como
descrito por WORONICK (1975), através do aumento de absorbanciaa 340 nm a
20°C (em aparelho espectofométrico COBAS-FARA (Roche), apos a
descarboxilacdo do piruvato, seguida da reducéo do aldeido acético a etanol pelo
NADH (reacdo abaixo). A mistura de reacdo constitui-se dos reativos-tamp&o
glicina 0,1 M, pH 10, 0, NAD 1,0 mg/mL, solugdo de etanol 1%. A andlise da
atividade enzimética esta baseada na determinacéo da redugio do NAD™.

Etanol + NAD * 34 932® Acetadeido+NADH +H*

2.2.3. Determinacao da atividade da piruvato desidr ogenase

Através da utilizac8o dos extratos obtidos, foi determinada a dosagem do
complexo piruvato desidrogenase, como descrito por HARADA e
HIRABAYASHI (1982). O complexo multienzimatico consta de: piruvato
desidrogenase (E.C. 1.2.4.1) e dihidrolipoato trasacetilase (E.C. 1.3.1.12),



dihidrolipoato desidrogenase (E.C.1.6.4.3). A atividade desse complexo foi
determinada pelo aumento de absorbéancia a 340nm 20°C (em aparelho
espectofométrico COBAS-FARA (Roche)), através da producéo de acetil CoA e
da quantidade de NADH formado (reacdo descrita a seguir), que € proporcional a
concentracdo do complexo multienzimatico. A mistura do sistema de reacéo foi
constituida de: tampé&o TrigHCI 0,3 M, pH 8,0, MgCl, 0,01 M, coenzima A
8,0 mM, L-cisteina 0,2 M, NAD" 10 mM, TPP 10mM e piruvato de sbdio 0,1 M.

Piruvato + CoA + NAD * 344® Acetil- CoA +CoA +NADH

2.2.4. Determinacao da atividade da isocitr ato liase

Para determinar a atividade da isocitrato liase (E.C. 4.1.3.1) utilizou-se a
metodologia descrita por McFADDEN e HOWES, (1960), que esta
fundamentada na propriedade que possui a fenilhidrazina de formar complexos
com aldeidos e acido glioxilico (reagdo a seguir). A mistura do sistema de reacéo
foi constituida de tampédo trissHCI 0,14 M, pH 7,5, MgSO, 5,0 mM, cisteina
20 mM, isocitrato 4,0 mM, fenilhidrazina 1%. A determinagdo da combinacao
glioxalato/fenilhidrazona foi feita pelo aumento de absorbancia a 340 nm a 20 °C
(em aparelho espectofométrico COBAS-FARA (Roche)).

Isocitrato 34 ® Glioxalato +Succinato

Glioxalato + Fenilhidrazina %%.® Complexo Fenilhidrazona

2.2.5. Determinacao da atividade da fosfofr utoquinase

Os extratos obtidos foram utilizados para dosagem da atividade da
fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11). A atividade da PFK foi determinada como
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descrito por STELLWAGEN e WILGUS (1975), atraves do aumento de
absorbancia a 340 nm (em aparelho espectofométrico COBAS-FARA (Roche))
por meio da producao da frutose-1,6-difosfato e oxidagdo do NADH em pH 7,6.
A mistura de reacdo consistiu de tamp&o tris 56 mM, frutose-6-fosfato 3,3 mM,
ATP 1,67 mM, MgSO, 5 mM, frutose-2,6-difosfato 2mM, aldolase (Boehringer
102.644), glicerol fosfato desidrogenase/triose fosfato isomerase (Boehringer
127.787) e NADH 4,4 mM.

O método utiliza o excesso de aldolase, de triose fosfato isomerase e de
glicerol fosfato desidrogenase (reagdo descrita a seguir). O ATP é utilizado como
substrato, em que 1 ATP inibe a agcdo da fosfofrutoquinase livre. No equilibrio, a

producéo de glicerol é o produto final dareacéo.

Frutose-6-fosfate + ATP — + Frutose-1 6-difosfate + ADF

Dihidroxicetona fosfato _qi Gliceraldeido-3-fosfato

+—— Glicerol fosfato desidrogenase

Glicerol

2.2.6. Determinacéo da atividade da glutamato oxaloacetato transaminase

A dosagem da atividade da glutamato oxaloacetato transaminase (E.C.
2.6.11) foi determinada como descrito por SCHWARTZ (1971), com a utilizagdo
dos extratos obtidos, através do aumento de absorbancia a 340 nm a 20°C (em
aparelho espectofotométrico COBAS-FARA (Roche)), por meio da oxidagéo do
NADH pela malato desidrogenase (reagdo descrita a seguir) juntamente com a
glutamato oxaloacetato transaminase. Na mistura de reacéo utilizou-se tampéo
fosfato 0,067 - pH 7,4, NADH 3,0 mM, L-aspartato 0,2 M, a-cetoglutarato
0,1 M, malato desidrogenase (Boehringer 200.379).



Asparato +a - cetoglutarato 3%® Oxal oacetato + Glutamato

NADH +H"
\\\

— MDH

NAD *
Malato

2.2.7. Determinagéo da atividade da diacetil redutase

A dosagem da atividade da diacetil redutase foi determinada segundo a
metodologia descrita por STORMER (1975), que é baseada na determinacdo da
reducdo irreversivel do diacetil por meio da oxidagdo do NADH, quantificado
através da adsorbancia em aparelho espectofotométrico COBAS-FARA (Roche)
a 340 nm, a 20°C. Na mistura da reacéo foram utilizados:. diacetil 0,1 M, NADH
0,5 mM e tampéo fosfato 1,0 M, pH 5,8.

Diacetil redutase

Diacetil ———— 2,3 butanediol

2NADH 2NAD"
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma caracteristica muito importante para que uma levedura seja utilizada
no processo fermentativo é a capacidade fermentativa. Uma das formas de
verificar esse parametro € a dosagem enzimética. Portanto, duas leveduras de alta
fermentacdo (@le) (Saccharomyces cerevisiae) e de baixa fermentacéo (ager)
(Saccharomyces carlsbergensis) foram testadas nos substratos, contendo como
complemento do malte caldo de cana, xarope de high maltose, arroz, sorgo e
milho, submetidos & dosagem enzimatica através dos seus extratos intracel ular.

Foram testadas as enzimas: alcool desidrogenase, piruvato desidrogenase,
isocitrato liase, fosfofrutoquinase, glutamato oxal oacetato transaminase e diacetil

redutase.

3.1. Alcool desidrogenase

Analisando as Figuras 1, 3, 5, 7 e 9, observa-se que as atividades ch
alcool desidrogenase caracterizam-se na levedura de alta fermentacéo (ale) por
aparecimento de picos de producdo a partir das 12 horas e ap6s 100 horas do
inicio da fermentacéo, voltando a cair préximo de zero nos substratos xarope de
high maltose, sorgo e milho, com maiores picos de producdes al cangando 1.438,

1.903 e 1.482,6 mnmol/min/mg de Ptn, respectivamente. Nos substratos caldo de
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cana e arroz os picos de aumentos s apareceram a partir das 24 horas e apos 100
horas do inicio da fermentagdo, atingindo atividade maxima de 1.196 e
1.027 mmol/min/mg de Ptn, respectivamente, que coincide com a fase de inicio
de maior crescimento do fermento.

Observando as Figuras 2, 4, 6, 8 e 10, verificase que com a utilizacdo da
levedura de baixa fermentacdo (lager) a atividade da &cool desidrogenase
apresentou algum aumento durante o crescimento celular, porém bem menor que
a de alta fermentacdo, apresentando picos a partir das 12 horas, seguidos de
diminuicbes durante o processo para todas as fermentacbes. A maior atividade
foi observada com picos de aumentos nos substratos caldo de cana e milho,
sendo 436 e 273 mmol/min/mg de Ptn, respectivamente.

Apesar de ocorrerem grandes diferencas nas atividades especificas da
alcool desidrogenase entre as leveduras utilizadas e o aparecimento de picos
com maior aumento de producéo em alguns substratos testados, verifica-se que
ndo houve influéncias na producdo de etanol. Para RATLEDGE (1991),
BADZIONG et a. (1999) e MAUGARD et a. (2001) e a atividade dessa enzima
esta conectada diretamente a concentracéo de oxigénio (que foi igual para todos
os testes), a fonte de carbono (diferentes em relacéo aos substratos testados) e ao
etanol dissolvido, que € o produto da via metabdlica. Segundo L utstorf e Megnet,
citados por SILVA (1989), as atividades dessa enzima estéo relacionadas com
formas de ADH diferentes e essa diferenca ocorre em funcéo da espécie de
substrato utilizado, da mobilidade eletroforética, da estabilidade ao aguecimento,
dos valores de Km em relacdo ao etanol, acetaldeido, do NAD e NADH,.

Os niveis de etanol mantiveram-se com aumento ao longo de todas as
fermentacfes, chegando nafaixa de 25 a 32 g/L paratodos os substratos testados,
0 que, provavelmente, prediz que é necessario apenas pequenas guantidades

dessaenzima para chegar aum nivel aceitavel dessa substancia na bebida.
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Figura 1— Atividade especifica da & cool desi-
drogenase para levedura ale no
substrato com caldo de cana.

Figura 2— Atividade especifica da & cool desi
drogenase para levedura lager no
substrato com caldo de cana.
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Figura 3— Atividade especifica da alcool desi-
drogenase para levedura ale no

substrato com maltose.

Figura 4— Atividade especifica da acool desi
drogenase para levedura lager no
substrato com maltose.
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Figura 5— Atividade especifica da alcool desi
drogenase para levedura ale no

substrato com arroz.

Figura 6— Atividade especifica da alcool desi
drogenase para levedura lager no
substrato com arroz.
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Figura 7— Atividade especifica da &acool desi- Figura 8— Atividade especifica da &acool desi
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Figura 9— Atividade especifica da alcool desi Figura 10— Atividade especifica da alcool des-
drogenase para levedura ale no drogenase para levedura lager no
substrato com milho. substrato com milho.

3.2. Piruvato desidr ogenase

A atividade especifica da piruvato desidrogenase para levedura de alta
fermentacgdo (Figuras 11, 13, 15, 17 e 19) apresentou aumentos logo no inicio das
fermentagdes para todos os substratos com picos as 12 horas, tendo as maiores
atividades especificas sido observadas com utilizagdo dos substratos maltose e
sorgo, sendo 692 e 606 mmol/min/mg de Ptn, respectivamente. Ao longo das
fermentacOes caracterizou-se por picos de producdo as 60 e 84 horas e
diminuicdes até proximo de zero, que permaneceu nos substrato milho, sorgo e
cana até o final das fermentactes. Nos substratos maltose e arroz observaram-se

novos picos de producéo no final das fermentacoes.
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Essas atividades especificas maiores nas primeiras horas de fermentacéo
caracterizam uma biossintese da enzima mais elevada no periodo em que 0 meio
ainda se encontra com grande quantidade de oxigénio, favorecendo as condi¢des
de propagacdo da levedura, tendo uma transformacéo maior de piruvato a acetil
CoA que, segundo PIERCE (1987), permite a alimentacéo do ciclo de Krebs e a
formagéo de compostos energéticos para as fungdes anabdlicas, como também a
sintese de lipideos e precursores da sintese de aminoécidos. A maior parte do
piruvato se dirige para o ciclo do acido citrico e depois para a cadeia
transportadora de elétrons, onde, nessa via de aerobiose, pode-se extrair muito
mais energia

Analogamente a levedura de adta fermentacdo, a levedura de baixa
fermentacdo apresentou tendéncia de aumento (Figuras 12, 14, 16, 18 e 20), com
picos iniciais nas primeiras 12 horas, porém menores em atividades especificas
nos substratos cana, maltose, arroz e sorgo. A partir desse ponto existe tendéncia
de queda até préximo de zero para esses substratos, voltando a aumentar com
picos as 60 e 84 horas. Os maiores picos de atividade especifica dessa enzima
foram alcancados na levedura lager com uso de arroz e caldo de cana, sendo 628
e 602 mmol/min/mg de Ptn, respectivamente.

Na fermentagcdo com substrato milho observa-se que n&o houve grandes
aumentos de atividade até 60 horas, s6 podendo ser notado aumentos com picos
as 84 horas, seguidos de diminuicdes até proximo de zero.

A atividade especifica da piruvato desidrogenase na levedura de ata
fermentacao (@le) apresentou-se globalmente superior nos substratos testados.
Essa levedura possivelmente tenha uma atividade condicionada pela necessidade
de maior sintese de metabdlitos intermediérios do ciclo de Krebs, que serdo
utilizados na formagdo de substancias responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais da cerveja em processo, como: alcool superior e ésteres, segundo
MONTGOMERY et a. (1980). A diferenciacdo pode ter ocorrido pela
caracteristica fisiol6gica diferenciada das leveduras testadas diante de meios de
composi¢des quimicas variadas, tendo em vista que as condicdes fisicas eram
iguais para as duas leveduras.

74



Atividade Enzimética (PYDH)-CAA

(@]
%E 800
g c g b0
© E L 0
E—-
S T © 200
28
2Z

0 50 100 150 200

Tempo (h)

Atividade Enzimatica (PYDH)-CAL

(@]

3E w0
$ S g 60
S EQ 40
5T

gé 200
EZ 0

0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura 11— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura ale no
substrato com caldo de cana.

Figura 12— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase paraleveduralager no
substrato com caldo de cana.
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Figura 13— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura ale no
substrato com maltose.

Figura 14— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase paraleveduralager no
substrato com maltose.
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Figura 15— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura ale no

substrato com arroz.

Figura 16— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura lager no
substrato com arroz.
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Figura 18— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura lager no
substrato com sorgo.

Figura 17— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase paralevedura ale no
substrato com sorgo.
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Figura 20— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura lager no
substrato com milho.

Figura 19— Atividade especifica da piruvato
desidrogenase para levedura ale no
substrato com milho.

3.3. Isocitrato liase

Observando as Figuras 21, 23, 25, 27 e 29, que mostram os perfis da
isocitrato liase com a utilizacéo da levedura de alta fermentagdo, notase que a
enzima tem tendéncia de aumento durante as primeiras horas de fermentacéo,
seguido de queda até préximo de zero, com novos aumentos ao longo das
fermentacdes, para todos os substratos. As maiores atividades especificas foram
alcancadas nos substratos caldo de cana, xarope de high maltose, arroz e sorgo,
com picos chegando a 399, 329, 189, 357 nmol/min/mg de Ptn, respectivamente.
No substrato milho com a mesma levedura, a atividade ficou muito abaixo das
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observadas nos outros substratos, tendo uma atividade inicial mais €evada e
caindo ao longo do processo. A maior atividade foi as 12 horas, chegando a
110 mmol/min/mg de Ptn.

Com a utilizagdo da levedura de baixa fermentacdo (lager) nas
fermentacdes, os perfis enziméticos (Figuras 22, 24, 26, 28 e 30) demonstraram
gue no inicio das fermentacdes a atividade especifica da isocitrato liase foi baixa,
tendo picos de producdo as 12 horas, seguidos de diminuicdes até proximo de
zero para os substratos xarope de high maltose, arroz e sorgo. Ao longo dessas
fermentacdes as maiores atividades foram obtidas no final do processo
fermentativo, para os substratos xarope de high maltose as 180 horas
533 nmol/min/mg de Ptn e o substrato arroz as 156 horas 545 mmol/min/mg de
Ptn; com substrato sorgo a maior atividade especifica foi alcancada com
aparecimento de pico de producdo no meio da fermentacdo as 84 horas
374 mmol/min/mg de Ptn. Ja com uso dos substratos caldo de cana e milho para
mesma levedura, a atividade especifica inicial foi baixa, tendo as maiores
atividade as 60 horas, 433 mmol/min/mg de Ptn, e 132 horas, 264 mmol/min/mg
de Ptn, respectivamente.

Com o0 aumento das atividades especificas nos referidos substratos
testados, o desvio do ciclo do glioxalato fica evidenciado ao longo das
fermentagdes, traduzindo a maior necessidade de ativagdo da via de biossintese
dos intermediarios do ciclo de Krebs por condensacéo da acetil CoA (C, + G,),
guando os indices de glicose ndo iriam causar mais repressao do ciclo do
glioxalato. Segundo DUNTZE et a. (1969), quando o meio fermentativo € rico
em glicose o ciclo do glioxalato é reprimido, conseqlientemente os intermediérios
do ciclo de Krebs sdo sintetizados a partir da carboxilagdo do piruvato, reacéo
catalisada pela piruvato carboxilase.

Nos substratos de picos com maior atividade com a implementacéo do
ciclo do glioxalato, e traduzindo a necessidade de metabdlitos intermediarios de
biossintese, obtém-se uma via glicolitica com atividade mais fraca, o que é
também afirmado por SILVA (1989), devendo-se destacar que foi detectada em

alguns substratos pelas baixas atividades de enzima reguladora da via glicolitica.
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Figura 21— Atividade especifica da isocitrato
liase para levedura ale no substrato
com caldo de cana.

Figura 22— Atividade especifica da isocitrato
liase paraleveduralager no substrato
com caldo de cana.
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Figura 23— Atividade especifica da isocitrato
liase para levedura ale no substrato
com maltose.

Figura 24— Atividade especifica da isocitrato
liase paraleveduralager no substrato
com maltose.

Atividade Enzimética (ICL)-ARA

(@)
gg
S 40
SES
5T 3 200
o
=g 0

0 50 100 150 200
Tempo (h)

Atividade Enzimatica (ICL)-ARL

jo))
L E 600
%) ~
L £ £
SEa
558 20
fsNa)
= <ZE 0

0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura 25— Atividade especifica da isocitrato
liase para levedura ale no substrato

com arroz.
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Figura 26— Atividade especifica da isocitrato
liase paraleveduralager no substrato
com arroz.
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Figura 27— Atividade especifica da isocitrato
liase para levedura ale no substrato
€om sorgo.

Figura 28— Atividade especifica da isocitrato
liase paraleveduralager no substrato
€om sorgo.
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Figura 29— Atividade especifica da isocitrato
liase para levedura ale no substrato
com milho.

Figura 30— Atividade especifica da isocitrato
liase paraleveduralager no substrato
€Om sorgo.

3.4. Fosfofrutoquinase

As curvas de evolugdo da atividade especifica da fosfofrutoquinase ndo
apresentaram comportamento homogéneo nas fermentagcbes. As atividades
especificas nos extratos adquiridos da levedura de alta fermentacdo (ale) (Figuras
31, 33, 35, 37 e 39) apresentaram para o substrato caldo de cana e xarope de high
maltose baixa atividade especifica no inicio das fermentagfes, permanecendo
assim ao longo do processo, so aumentando no final da fermentac&o a partir das
108 horas, com maiores atividades de 132 nmol/min/mg de Ptn para cana e

197 mmol/min/mg de Ptn para o xarope de high maltose. Os outros substratos
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(amilaceos) utilizados (arroz, sorgo e milho) apresentaram, de modo geral,
maiores atividades especificas nas horas iniciais, quando comparados aos
acucarados (caldo de cana e maltose). O arroz e o milho, apés 12 horas do
processo fermentativo, tiveram tendéncia de queda com posterior aparecimento
de picos de producdo, tendo as maiores atividades especificas 132 horas para o
aroz com 562 nmmol/min/mg de Ptn e 156 horas para o milho com
199 mmol/min/mg de Ptn. Para o substrato sorgo observouse aumento inicial da
enzima, seguido de picos de producdo com diminuicbes até proximo de zero,
tendo amaior atividade as 12 horas com 317 nmol/min/mg de Ptn.

Com o cultivo da levedura lager (Figuras 32, 34, 36, 38 e 40) nos
substratos caldo de cana, xarope de high maltose, arroz e sorgo, a atividade
especifica da fosfofrutoquinase foi baixa até a metade do processo, sO
aparecendo picos com maiores producdes da enzima apos 100 horas do processo,
devendo ser ressaltado que nos substratos caldo de cana, arroz e sorgo esses
aumentos foram seguidos de diminuicdes até proximo de zero. Os maiores picos
de producbes dessa enzima no substrato caldo de cana foi as 156 horas com
101 mmol/min/mg de Ptn, no arroz as 108 horas com 462 mmol/min/mg de Ptn e
no xarope de high maltose as 180 horas com 260 mmol/min/mg de Ptn. Apesar de
0 substrato milho apresentar picos no inicio, meio e final da fermentacéo, a
atividade especifica foi baixa, com maior producdo as 60 horas com
167 mmol/min/mg de Ptn.

Os picos de atividades especificas mais elevados nos substratos testados
indicam atividades glicoliticas mais acentuadas, com potencial de producéo de
metabolitos-chaves, que serdo posteriormente utilizados como suporte para
manutencdo de outras vias e producdo de substancias importantes no anabolismo
da célula, que podem influenciar a caracteristica do produto final.

Apesar de os picos de producéo indicarem a capacidade de fluxo dessa
via, em um determinado sentido com producdo de substéncia, esse fato néo
causou alteracdo na producdo de etanol e glicerol, que permaneceram com
aumentos uniformes ao longo do processo e em niveis compativeis com 0s

determinados para cerveja pilsen, que é de 2 a 4,5% de etanol, segundo a
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AMBEV (2003), ede 1,5 a 3,4% de glicerol, segundo SILVA (1989) e OMORI

et al. (1996), para comercializagao.

Para MADSEN (2004), sendo ponto de controle na via glicolitica a

fosfofrutoquinase pode ter sua atividade especifica aumentada al ostericamente, o

gue pode ser importante na fase de crescimento em limitagbes de alguns

compostos. Outros metabdlitos ligados diretamente a via glicolitica teriam de ser

determinados para comprovar o aumento do fluxo al ostericamente dessa enzima,

nos experimentos realizados.
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Figura 31— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura ale no
substrato com caldo de cana.

Figura 32— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura lager no
substrato com caldo decana.
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Figura 33— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura ale no
substrato com maltose.

Figura 34— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura lager no
substrato com maltose.
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Figura 35— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura ae no
substrato com arroz.

Figura 36— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura lager no
substrato com arroz.
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Figura 37— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura ale no

substrato com sorgo.

Figura 38— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura lager no
substrato com sorgo.
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Figura 39— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura ale no
substrato com milho.
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Figura 40— Atividade especifica da fosfofruto-
quinase para levedura lager no
substrato com milho.



3.5. Glutamato oxaloacetato transaminase

Na analise dos perfis enziméticos (Figuras 41, 43, 45, 47 e 49) obtidos dos
extratos da levedura de ata fermentacdo, foram constatadas variacbes nas
atividades especificas ao longo das fermentacBes. Inicialmente, com o uso de
substrato caldo de cana, a atividade da glutamato oxaloacetato transaminase
manteve-se baixa, com tendéncia a aumentar, chegando a0 maximo pico de
producdo as 84 horas, 602 nmol/min/mg de Ptn; para o substrato xarope de high
maltose dois picos de producéo ficaram caracterizados, um as 12 horas iniciais
com 611 nmol/min/mg de Ptn e o outro no fina, as 156 horas, com
769 nmol/min/mg de Ptn. No decorrer do processo a atividade permaneceu baixa.
Com o0 uso do substrato arroz observou-se um aumento inicial, chegando ao
maior pico de producéo as 60 horas, com 335 nmol/min/mg de Ptn, seguido de
atividades menores até o final. Para o substrato sorgo a atividade especifica
manteve-se baixa, porém com dois picos maiores de producdo as 12 horas com
239 nmol/min/mg de Ptn e 156 horas com 229 mmol/min/mg de Ptn. Utilizando o
milho como substrato, ocorreram picos de producéo as 12 e 60 horas, com
decréscimo proximo de zero, endo a maior producdo enzimaética ocorrido no
final dafermentacdo, as 156 horas, com 637 mmol/min/mg de Ptn.

Com o0 uso da levedura lager nos referidos substratos a atividade
especifica da glutamato oxaloacetato transaminase apresentou-se ligeiramente
inferior as alcancadas pela levedura ale. Nos substratos caldo de cana, arroz,
sorgo e milho n&o foram observados grandes aumentos antes das 36 horas,
periodo apOs o0 qual no substrato caldo de cana as atividades maximas atingidas
foram as 108 horas com 370 mmol/min/mg de Ptn, seguidas de diminuicdes até
proximo de zero. Com o substrato arroz observou-se a maior produgdo as 60
horas com 489 mmol/min/mg de Ptn e as 180 horas com 348 nmol/min/mg de
Ptn. Para o substrato sorgo os maiores aumentos foram registrados graficamente
as 60 horas, com 242 mmol/min/mg de Ptn, seguidos de diminuigdes, e com

substrato milho ao longo do processo foram verificadas apenas pequenas



variagdes, apresentando atividades especificas com picos de producdo bem
menores. Se comparados aos aitros substratos utilizados, a maxima atividade
com esse substrato foi as 36 horas, com 122 mmol/min/mg de Ptn). Ja com o
substrato xarope de high maltose foram observados picos com maior producdo as
12 horas, 376 nmol/min/mg de Ptn.

A atvidade da glutamao oxaloacetato transaminase apresentou-se
bastante variavel para as duas leveduras testadas, em todos os substratos. A
diminuicdo da atividade durante o processo de crescimento caracteriza uma
parada na biossintese da enzima durante essa fase, 0 que foi observado nas duas
leveduras ao longo do processo fermentativo.

Em funcdo de a constituicdo dos meios testados ser diferenciada, a
quantidade de aminoacido posta no meio pela fungdo catalitica para biossintese
da glutamato oxaloacetato transaminase, a partir de intermedidrios do
metabolismo do carbono, indicaria que a assimilacdo de aminoacidos dos meios
ndo corresponderia & necessidade de incorpopracdo dos aminoacidos nas
proteinas, o que obrigaria a levedura a recorrer, via biossintética, ao a-
cetoglutarao (COOPER, 1994; HORNSEY, 2003).

Provavelmente a atividade dessa enzima logo no inicio de algumas
fermentacdes seja por causa da pouca quantidade de aminoécidos em alguns
mei 0s, induzindo a biossintese nessas condi¢cdes (DAWSON, 1984).

Observa-se que essa enzima esta diretamente relacionada com a producéo
de aminoacidos (HORNSEY, 2003), que sdo substratos para compostos que
contribuem para o sabor de bebidas, como o diacetil (valina e isoleucina), dcool
superior e ésteres. Os testes sensoriais efetuados nas diferentes cervejas
produzidas com os diferentes substratos, com as duas leveduras (alta e baixa
fermentacdo), comprovaram que onde a atividade especifica da glutamato
oxal oacetato transaminase apresentou-se mais baixa as amostras tiveram menor

aceitacdo pela aplicacdo da escala hedonica.
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Figura 41— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato  transaminase para
levedura ale no substrato com caldo
decana

Figura 42— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato  transaminase  para
levedura lager no substrato com
caldo de cana
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Figura 43— Atividade especifica da glutamato
oxal oacetato transaminase para leve-
duraale no substrato com maltose.

Figura 44— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duralager no substrato com maltose.
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Figura 45— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato  transaminase para
levedura ale no substrato com arroz.

Figura 46— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duralager no substrato com arroz.
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Figura 47— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duraale no substrato com sorgo.

Figura 48— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duralager no substrato com sorgo.
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Figura 49— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duraale no substrato com milho.

3.6. Diacetil r edurase

Figura 50— Atividade especifica da glutamato
oxaloacetato transaminase para leve-
duralager no substrato com milho.

Constatou-se nos perfis dos extratos obtidos da levedura de adta
fermentacdo (ale), nos substratos testados (Figuras 51, 53, 55, 57 e 59), que a
enzima diacetil redutase apresentou baixas atividades, com pequenas variacOes
nos substrato caldo de cana e arroz, tendo as maiores atividades especificas sido
observadas as 24 horas, 117 nmol/min/mg de Ptn, e as 60 horas, 80 mmol/min/mg
de Ptn, respectivamente. Nos substratos xarope de high maltose a enzima
apresentou tendéncia inicial de queda, seguida de aumento, com maior atividade

as 84 horas, 308 mmol/min/mg de Ptn. Para o substrato milho observou-se baixa



atividade ao longo do processo, porém com picos de producdo as 24 horas,
313 mmol/min/mg de Ptn, e as 156, 139 mmol/min/mg de Ptn. As maiores
producBes dessa enzima foram observadas no substrato sorgo as 84 horas
521 mmol/min/mg de Ptn, e as 180 horas, no final da fermentacéo.

Com a utilizagdo da levedura lager nos substratos testados, os perfis
enzimaticos da diacetil redutase (Figuras 52, 54, 56, 58 e 60) permaneceram com
baixas atividades especificas e picos de producdo ao longo do processo. Com o
substrato caldo de cana a maior producéo foi as 108 horas, 194 nmol/min/mg de
Ptn, e com o substrato xarope de high maltose amaior producdo da enzimafoi no
meio do processo, as 84 horas, com 355 mmol/min/mg de Ptn. Utilizando o
substrato arroz, o sistema fermentativo caracterizou-se por ter a maior producéo
dessa enzima, quando comprado aos outros com picos de producdo as 60 horas,
567 mmol/min/mg de Ptn. No substrato sorgo a maior producéo enzimatica foi
detectada com picos as 180 horas, 455 mmol/min/mg de Ptn. Ja para o substrato
milho as atividades mantiveram-se baixa ao longo do processo, com pequenas
variagfes na producdo enzimatica.

A concentracdo final de diacetil na cerveja depende de trés fatores: sintese
e excrecao do a-acetolactato, conversdo deste precursor no diacetil e remocéo do
diacetil pela levedura. A remocado do diacetil da cerveja pode ser efetuada pela
sua conversdo a compostos mm sabor mais leves. a acetoina (sobre a acéo da
diacetil redutase, enzima que catalisa essa reacdo) e o0 2,3-butanediol
(CASTILLO, 1993).

As maiores atividades da enzima diacetil redutase no substrato sorgo para
levedura de alta fermentagdo e arroz na lewedura de baixa fermentagdo néo
refletem os resultados de aceitacao dessas cervejas, pois esses produtos tiveram
apenas notas intermediarias ou baixas. Provavelmente essas notas estgjam
relacionadas a outras substancias e ndo efetivamente ao diacetil presente no
meio, ja que a cerveja foi maturada e com a maior atividade enzimatica nesses
substratos existia grande possibilidade de reducdo dessa substancia, pois,

segundo CASTILO (1993), alevedura pode reduzir essa substancia.
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Figura 51— Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura ale no substrato
com caldo de cana.

Figura 52 — Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura lager no substrato

com caldo de cana.
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Figura 53— Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura ale no substrato
com maltose.

Figura 54 — Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura lager e no substra-
to com maltose.
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Figura 55— Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura ale no substrato
com arroz.
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Figura 56 — Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura lager e no substra-
to com arroz.
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Figura 57 — Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura ale no substrato

COM sorgo.

Figura 58 — Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura lager e no substra-

to com sorgo.
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Figura 59— Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura ale no substrato
com milho.

Figura 60— Atividade especifica da diacetil redu-
tase para levedura lager e no substra-
to com milho.
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4. CONCLUSOES

A utilizacdo de substratos com constituicdo quimica diferenciada
influenciou o comportamento das atividades enziméticas das duas leveduras de
alta e baixa fermentacéo, provavelmente devido a translocacdo e regulagéo de
nutrientes através da membrana, como também a formacdo de complexos
enziméticos diferenciados.

A atividade da dlcool desidrogenase apresentou maiores picos de producéo
na levedura de ata fermentacdo, comparada com a levedura de baixa. Porém,
essas diferencas néo influenciaram as condi¢fes do trabalho testadas na producéo
de etanol, gue se mantiveram em niveis proximos em todos os substratos, para as
duas leveduras.

Os substratos xarope de high maltose, sorgo e caldo de cana tiveram o0s
melhores desempenhos na producdo da piruvato desidrogenase que os demais,
nas mesmas condicdes de aeracdo, nas primeiras 12 horas do processo na
levedura ale. Na levedura lager os maiores picos de aumento foram observados
nos substratos caldo de cana, arroz e xarope de high maltose. Globalmente, a
levedura al e apresentou maiores atividades que a lager.

As melhores atividades da enzima isocitrato liase foram alcangcadas no
substrato caldo de cana e sorgo, quando se cultivou a levedura ale, e nos
substratos arroz e xarope de high maltose, quando se cultivou a levedura lager, o
gue indicaria uma desrepressdo do ciclo do glioxalato nesses meios, com as

referidas leveduras.



A enzima glutamato oxaloacetato transaminase apresentou as maiores
atividades com o cultivo da levedura ale nos substratos caldo de cana, xarope de
émaltose e milho. Com o cultivo da levedura lager os melhores desempenhos
dessa enzima foram nos substratos caldo de cana, arroz e milho. Os substratos de
maior producdo para as duas enzimas, coincidentemente, produziram as cervejas
com maior aceitagdo, O que comprova ser essa enzima nesses substratos
disponibilizadora fundamental de aminoacidos de importancia na formacéo de
substancias que determinam a caracteristica sensorial da cerveja.

As maiores atividades da fosfofrutoquinase foram verificadas nos cultivos
das leveduras ale e lager nos substratos arroz, o que indica uma atividade
glicolitica mais elevada na primeira fase da via e 0 maior fluxo no sentido da
producdo do piruvato.

A diacetil redutase esta relacionada com a reducédo do diacetil na cerveja,
que € um composto de extrema importancia na formacgédo do perfil sensorial da
bebida. As maiores atividades foram detectadas no cultivo levedura ale no
substrato sorgo e na levedura lager no substrato arroz, o que indica a

potencialidade de reducéo dessa substancia ao longo do processo.
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CAPITULO 4

ANALISESFISICO-QUIMICASE SENSORIAL EM CERVEJAS

1.INTRODUCAO

Na industria de cerveja, durante a fermentagéo, as mudancas fisioldgicas e
bioquimicas ocorrem na célula durante as primeiras horas depois que o0
microrganismo € inoculado, ocorrendo processos importantes que acompanham o
crescimento da massa celular e podem determinar 0 sucesso ou falha na
fermentacdo (SONNLEITNER e HAHNEMANN, 1994).

A funcéo principal da levedura na fermentacdo € a catalise e a conversao
répida e eficiente de aglcares do mosto em etanol e diéxido de carbono e outros
metabolitos menores, mas importantes para o desenvolvimento do aroma e sabor
dacervegja (VASAVADA, 1995). A aplicacdo da levedura na biotecnologia para
fabricacdo de cerveja envolve sua exposicdo a meio com as mais variadas
constitui¢gdes fisico —quimicas, que podem afetar sua viabilidade. No decorrer das
fermentacdes podem ser observados fatores importantes que podem controlar um
processo fermentativo como pH, concentracdo de aclcar, temperatura,
concentracdo de dcool etc., que induz a levedura a exibir respostas complexas
quando sujeita a circunstancias fisiologicas fora dos padrdes ideais. Essas
respostas envolvem aspectos que estdo ligados com a producéo de substancias

que vao determinar as caracteristicas sensoriais da cerveja em processo.
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Dependendo do grau de alteracdo desses fatores, podem ser determinadas a
eficiéncia do processo e sua utilizagdo em padrdes comerciais de fermentacéo
industrial (DEMAIN, 2000).

Através da atenuacéo, que pode ser determinada pela diminuicdo do °Brix,
pode-se determinar a captacdo pelalevedura dos aglicares do mosto.

A cervegla sofre mudangas gradativas, o que pode ser evidenciado por
deterioragbes no sabor, aumento de turbidez e acentuacdo da cor. A cerveja deve
possuir uma boa estabilidade, para que suas caracteristicas originais sgjam
mantidas por um longo periodo e suas ateracBes fisico-quimicas sgjam
retardadas (COOPER,1991, PHOWCHINDA et al, 1995).

A variagdo da estabilidade coloidal ou fisico-quimica da cerveja pode
implicar o aparecimento da turbidez. Os coldides sd0 pequenas particulas
finamente dispersas e de tamanho irregulares e que em solucgéo, freqlentemente,
apresentam carga elétrica. As proteinas, os polifendis os polissacarideos e as
substancias minerais sdo 0s responsaveis pelainstabilidade coloidal (HORNSEY,
2003).

Sensorialmente, a cerveja € uma das bebidas mais delicadas, possuindo
um complexo, mas moderado, sabor e aroma. Como a cerveja € uma mistura
complexa de vérios compostos dissolvidos em um ambiente aquoso, sua vida de
prateleira € amplamente determinada por sua estabilidade coloidal, apesar de as
mudangas no sabor poderem ocorrer antes que a turbidez no produto seja
formada. A oxidag&o de um ou mais compostos do produto pode resultar em uma
cascata de mudancas no aroma e no sabor da cerveja (HORNSEY, 2003).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de alguns
fatores (pH, concentrac&o de agucar, crescimento celular, extrato aparente) fisico-

guimicos que estdo relacionados com a qualidade sensorial da cerveja.
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2. MATERIAL E METODOS

As andlises fisico-quimicas e sensorial dos processos fermentativos da
producéo das cervejas foram realizadas no Laboratério de Fermentagbes do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federa de Vigosa
(URV), VicosaMG.

2.1. Analises fisico-quimicas do processo fer mentativo

2.1.1. Contagem de células

A contagem de células em cada experimento foi determinada através da
l&mina de Thoma, seguindo metodologia descrita por PELCZAR et al. (1980).
Todas as amostras foram diluidas na propor¢do de 1:10, com solugdo de fosfato
de potassio, de modo a manter a concentracdo de fermento em uma faixa que

proporcionasse a contagem.

2.1.2. Determinacéao de pH

Essa andlise foi feita em potencidmetro marca “Micronal”, para medida
de pH, que foi determinado a temperatura de 20°C, ap0s a eliminacdo do CO,
seguindo a metodologiado INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1976).
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2.1.3. Atenuacao

A atenuacéo foi calculada de acordo com AMERICAN SOCIETY OF
BREWING CHEMIST — ASBC (1958). A atenuacéo foi calculada pelaformula:

Atenuacéo aparente = Extrato do mosto — Extrato final / Extrato do mosto x 100

2.1.4. Extrato aparente

O teor de extrato aparente foi determinado com um refratdmetro de Brix,
conforme Coopersucar, citado por VENTURINI FILHO (1993).

2.2. Andalise sensorial

Foram realizados testes de aceitacdo no Laboratério de Andlise Sensorial
da Universidade Federal de Vicosa, segundo a metodologia descrita por
CHAVES e SPROESSER (1999), com 0 uso da escala heddnica de nove pontos,
gue variou gradativamente, com base nos atributos gosta/desgosta. Os pontos da
escala foram associados a valores numéricos, para possibilitar a anélise estatistica
dos resultados por meio da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey,
para comparacdo de médias (Quadro 1). Foram selecionados 50 provadores, que

representavam a populacdo de consumidores atuais ou potenciais de cerveja.

Quadro 1 — Decodificacdo utilizada para aplicacéo de analise estatistica

Classificagdo na escala Escore

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito
Desgostei extremamente

R N W s~ 01O N 0 ©




As amostras de cervejas foram codificadas com numeros de trés
algarismos aleatorios, para realizacdo do teste de aceitagdo, conforme

representacdo esqueméatica no Quadro 2.

Quadro 2 - Codificacdo das cervejas pararealizagdo do teste de aceitagéo

Cerveatipo Ale Codigo Cervejatipo Lager Cadigo
ARA 703 ARL 310
CAA 803 CAL 912
MAA 523 MAL 708
MIA 112 MIL 318
SOA 422 SOL 501




3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Analises fisico-quimicas

3.1.1. Contagem de células

Os crescimentos celulares para as fermentagdes apresentaram variagoes
em relacdo aos substratos utilizados. De modo geral, as fermentacdes com os
microrganismos de alta e baixa fermentacdo apresentaram uma fase adaptativa
(fase de laténcia) na qual as contagens do numero de células ndo revelaram
aumento acentuado, permanecendo abaixo de 20 x 10° células/mL durante o
intervalo de 20 - 40 horas do processo fermentativo. N&o era de se esperar afase
adaptativa, uma vez que os substratos foram inoculados com células novas,
devidamente propagadas para todas as fermentacbes. No entanto, essas
propagacOes iniciais foram feitas em meios contendo apenas malte em sua
constituicdo. Ja na fase experimental foram utilizadas fontes diferenciadas de
adjuntos (sorgo, milho, arroz, caldo de cana e xarope de high maltose), que
deram origem aos meios de cultivo utilizados efetivamente nos testes. Para
CEREDA (1983), BROCK et al. (1994), DEMAIN (2000) e SCHULZE (1995),
essa fase seria explicada pela necessidade de estruturagdo pelo microrganismo do

seu sistema enzimético, capaz de redlizar uma série de reacBes que converte
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maior quantidade de compostos disponiveis, uma vez que foram utilizados meios
contendo concentracOes variadas e diferenciadas desses componentes. Apés a
fase adaptativa observou-se, em todas fermentagGes, aumento no nimero de
células, caracterizando a fase de crescimento exponencial, que chega a um ponto
maximo de desenvolvimento e diminui proximo ao final das fermentactes, para
todos os substratos.

Na fermentagdo com caldo de cana como substrato e a levedura lager, a
contagem atingiu cerca 80 x 10° célulassmL contra 60 x 10° célulasmL da ale.
Com a utilizagdo do sorgo as leveduras lager e ale atingiram em torno de 50 a
60x 10° células/mL, respectivamente. Ja utilizando milho como adjunto, os indices
celulares chegaram a 50 x10° cdulasmL para lager e 30 x 10°célulasmL ale.
Porém, com a utilizacdo de xarope de high maltose a contagem maxima de
células para lager foi de 90 x10° e para levedura ale e foi préximo de
60x10° células/mL. Com uso de arroz na composicao do mosto as leveduras|ager
e ale atingiram 0 méximo de 50 x 10° células/mL. Esses resultados estdo

representados na Figura 1, através do logaritmo do nimero de células.

Escores médios obtidos no teste de aceitacéo

9,0 1

8,0

7,0

5,0 T — ——

Média

4,0 +

3,0 T

2,0 T

10

Cerveja

Figura 1 — Escores médios obtidos no teste de aceitacéo de cervejas com uso de
escala hedonicarealizado por 50 provadores.



Analisando o Quadro 3, verificase que ha diferenca estatistica entre as
espécies de leveduras testadas, entre a composi¢cdo dos substratos, bem como em
relacdo ao tempo de crescimento. Existe também diferenca entre as interagdes
levedura e composicdo do mosto, levedura e tempo testado, composicdo do
mosto e tempo, como também entre a interacdo levedura em funcdo da

composicéo e do tempo.

Quadro 3— Andlise de variancia do crescimento celular

. QM

Fonte de variacéo GL

Log célula
Levedura 1 0,2170*
Composicéo 4 0,2017*
Tempo 8 2,7568*
L evedura* composi¢ao 4 0,07971*
Levedura*tempo 8 0,1016*
Composicéo* tempo 32 0,08487*
L evedura* composi cao* tempo 32 0,05437*
Residuo 180 0,002255*

GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio; * significativo, a 5% de probabilidade; e n.s. néo-
significativo, a 5% de probabilidade (GAN et al., 2001).

Analisando os resultados, pode-se constatar que apesar de desempenhos
diferenciados a Saccharomyces cerevisiaie e Saccharomyces carlsbergensis,
respectivamente levedura de alta e baixa fermentagdo, sdo microrganismos
capazes de se desenvolver em varios meios para producéo de cerveja de forma
satisfatéria a atender as necessidades da industria, o que € comprovado em
trabalhos realizados por pesquisadores como SONNLEITNER e HAHNEMANN
(1994); VASAVADA (1995); CARLSEN (1997); e BREINING et al. (2005).

3.1.2. pH

Os valores de pH nas fermentacdes utilizando leveduras do tipo lager e
ale ndo sofreram grandes variagdes entre os diferentes tratamentos, durante as

fermentages. O pH inicial esta em torno de 5,3 e depois de 160 horas de
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fermentacéo atinge uma faixa de 4,1 a 4,2. Essa queda no pH durante as
primeiras fases fermentativas pode influenciar o metabolismo da levedura, que
pode afetar a composicdo do meio e a natureza da superficie celular devido a
dissociacdo de é&cidos e bases. As mudancas metabdlicas na célula tendem a
regular o pH do meio, como afirmaram ATKINSON e MAVITUNA (1991).
Porém, a queda de pH nos valores citados nos ensaios foi favoravel ao
desenvolvimento das leveduras em testes, que tém um pH de desenvolvimento na
faixade 3,5— 4,5, de acordo com CEREDA (1983) e BROCK et al. (1994).

Na andlise estatistica do pH (Quadros 4) notase que existe diferenca
significativa entre as leveduras, entre a composi¢ao dos substratos testados e
entre o tempo do processo fermentativo. JA para as interagbes levedura e
composic¢do do mosto, levedura e tempo testado, composi¢cdo do mosto e tempo,
como também para a interacdo levedura em funcdo da composi¢do do mosto e do

tempo, ndo existe diferenga significativa

Quadro 4 — Andlise de variancia do pH em relacéo as variaveis testadas

L QM

Fonte de Variacédo GL
pH

Levedura 1 0,1974*
Composicéo 4 0,4501*
Tempo 8 2,2251*
L evedura* composi io 4 0,0420™
Levedura* tempo 8 0,01229"
Composi Gio* tempo 3R 0,03656™
L evedura* composi ¢io* tempo 32 0,04233™
Residuo 180 0,04841

GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio;* significativo, a 5% de probabilidade; e ns néo-
significativo ao nivel de 5% de probabilidade (GAN et al., 2001).

O Quadro 5 apresenta as equagdes agustadas a partir dos dados
experimentais que descrevem o comportamento do pH em fung&o da composicéo

do substrato utilizando levedura (lager e ale).
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Quadro 5 - Equactes do pH gjustadas a partir de dados experimentais

Lager - pH
Composicao Equaco R? CV (%)
Arroz Y = 4,956-0,00426* Tempo 0,696 4,819
Cana Y = 4,853-0,00449* Tempo 0,698 5,218
Maltose Y = 4,907-0,00631* Tempo 0,940 5,934
Milho Y = 4,800-0,00425* Tempo 0,750 4,162
Sorgo Y = 5,065-0,0111*Tempo+0,0000547*Tempo2 0,701 5,167

Ale- pH
Composicao Equaco R? CV (%)
Arroz Y = 5,010-0,00489* Tempo 0,865 4,175
Cana Y = 4,833-0,00359* Tempo 0,738 4,482
Maltose Y = 4,800-0,00425* Tempo 0,750 4,899
Milho Y = 5,083-0,0109*Tempo+0,0000441*Tempo2 0,728 5,517
Sorgo Y = 5,264-0,0130* Tempo+0,0000499* Tempo? 0,840 5,288

3.1.3. Atenuacao

O final da fermentacédo foi estabelecido como sendo 0 momento em que a
atenuacdo atingiu 80% de consumo do extrato fermentével, que foi estimado
através de ensaio a 35°C, durante cinco dias (extrato primitivo), para todos os
substratos e leveduras. Os valores minimos de atenuacdo determinados
experimental mente para cada substrato estdo no Quadro 6.

A atenuacdo-limite (80% de consumo de agUcar em relacdo a densidade
limite) foi alcangcada para todas as fermentacfes apos 6,6 dias, 0 que esta de
acordo com os resultados obtidos por SILVA (1989), que obteve taxa de
atenuacdo em seus trabalhos de 85% de seis a nove dias do inicio do processo
fermentativo. Essa atenuacdo experimental correspondeu em média a de glicose
de 40 g/L, para todos os substratos. A taxa de consumo do extrato aparente nas
fermentacdes teve uma velocidade inicial de degradacéo elevada, reduzindo-se ao

longo do processo, até atingir a meta.
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Quadro 6 — Estimativa da atenuagdo a 35°C para os substratos e leveduras

analisadas
Substrato “Brix
Inicial 32 dia 42 dia 52 dia °Brix limite
MAA 12,0 7,0 7,0 7,0 8,4
MAL 12,0 6,8 6,8 6,5 7,8
MIA 12,0 7,5 7,0 7,0 8,4
MIL 12,0 7,2 6,5 6,0 7,2
CAA 12,0 6,0 6,0 6,0 7,2
CAL 12,0 6,5 6,5 6,2 7,4
SOA 12,0 6,0 6,0 6,0 7,2
SOL 12,0 55 55 50 6,0
ARA 12,0 6,5 6,1 6,0 7,2
ARL 12,0 57 57 5,6 6,7

No Quadro 7 observa-se que a atenuagdo apresentou-se estatisticamente
significativa para todas as variaveis testadas, comprovando que existe diferenca
entre as leveduras, entre a composi¢cao dos substratos testados e entre o tempo do
processo fermentativo. Para as interagbes levedura e composicdo do mosto,
levedura e tempo testado, composicdo do mosto e tempo, como também para
interacéo levedura em funcdo da composi¢ao do mosto e do tempo, permaneceu a

tendéncia de significancia, existindo diferenca entre as interagctes.

Quadro 7 — Andlise de varidncia do pH em relacdo as variaveis testadas

o QM
Fonte de variagéo GL —
Atenuacéo

Levedura 1 188,6685*
Composicéo 4 140,6063*
Tempo 8 17454,5809*
L evedura* composicao 4 184,7759*
Levedura*tempo 8 34,7124*
Composicéo* tempo 32 49,8027
L evedura* composi ¢ao* tempo 32 33,3240*
Residuo 180 3,5520

GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio; * significativo, a 5% de probabilidade; e ns. néo-
significativo, a 5% de probabilidade (GAN et al., 2001).
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No Quadro 8 estéo as equagdes gjustadas a partir dos dados experimentais
gue descrevem o comportamento da atenuacdo em fungdo da composicao do

substrato utilizando levedura (lager eale).

Quadro 8 — Equages da atenuacéo ajustadas a partir de dados experimentais

Lager - Atenuagéo

Composicao Equacao R? CV (%)
Arroz Y = 1,509+1,201* Tempo-0,0125* Tempo®+0,00005084* tempo® 0,994 6,558
Cana Y = 2,305+1,097* Tempo-0,00757* Tempo®+0,0000239*tempo® 0,987 8,312
Maltose Y = 1,918+1,090*Tempo-0,0119*Temp02+0,0000519*tempo3 0,992 7,600
Milho Y = 4,493+0,781* Tempo-0,00586* Tempo®+0,0000255* tempo® 0,972 12,179
Sorgo Y = 4,219+0,966* Tempo-0,00757* Tempo®+0,0000563*tempo® 0,982 10,553
Ale - Atenuacéo
Composicao Equacéo R? CV (%)
Arroz Y =-0,612+1,369* Tempo-0,0152* Tempo®+0,0000621* tempo® 0,986 8,809
Cana Y =1,907+0,932* Tempo-0,00864* Tempo?+0,0000373*tempo® 0,989 8,723
Maltose Y =-0,933+1,185* Tempo-0,0133* Tempo?+0,0000580* tempo® 0,990 8,512
Milho Y = 0,9112+1,259* Tempo-0,0151* Tempo?+0,0000657* tempo® 0,997 6,020
Sorgo Y = 3,534+0,952* Tempo-0,0092* Tempo?+0,0000407* tempo> 0,981 10,058

3.1.4. Extrato aparente (°Brix)

O teor de agucar inicial para todas as fermentacOes testadas foi corrigido
para 12° Brix, encerrando-se 0 processo fermentativo apés consumo de 80% dos
acucares fermentéveis, de modo a permanecer 20% desse aglicar para promover a
carbonatacdo do produto.

Os agucares fermentaveis apresentaram tendéncia homogénea de queda ao
longo de todo processo fermentativo, como foi também verificado em trabal hos
realizados por SILVA (1989). Analisando o Quadro 9, observa-se que para todas
as variaveis testadas houve significancia estatistica, comprovando que existe
diferenca entre as leveduras, entre a composi¢éo dos substratos testados e entre o
tempo do processo fermentativo. Existe também diferenca para as interacdes
levedura e composicdo do mosto, levedura e tempo testado, composi¢cado do
mosto e tempo, como também a interacdo levedura em fungéo da composicéo do

mosto e do tempo.
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Quadro 9 — Andlise de variancia do extrato aparente (°Brix) em relacdo as
variaveis testadas

N QM
Fonte de variagdo GL _
Brix

Levedura 1 1,9935*
Composicdo 4 0,3565*
Tempo 8 79,8345*
L evedura* composi¢éo 4 0,2960*
Levedura*tempo 8 0,2066*
Composicéo* tempo 32 0,1865*
L evedura* composi ¢ao* tempo 32 0,1620*
Residuo 180 0,08863

GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio; * significativo, a 5% de probabilidade; e ns. néo-
significativo, a 5% de probabilidade.

Um brix excessivamente elevado foi constatado em todas as fermentacoes,
provavelmente devido as células em suspensdo ou a outro agente de alta
densidade, e ndo em funcdo de agUcares residuais. Este mesmo fendémeno foi
constatado em cervejas comerciais, em testes preliminares. Apesar de existirem
diferencas significativas entre as leveduras testadas, como também entre os
substratos verificou-se que o perfil de consumo do extrato aparente tem
tendéncias graficamente semelhantes, o que deixa bem evidente que apesar de
estar trabalhando com meios de constituicdes diferenciadas o comportamento dos
microrganismos testados ndo esteve muito distante, comprovando que esses
substratos podem ser utilizados para producéo industrial de cerveja.

O Quadro 10 apresenta as equacOes gustadas a partir dos dados
experimentais que descrevem o comportamento do extrato aparente (°Brix) em

funcdo da composicéo do substrato, utilizando-se levedura (lager eale).
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Quadro 10 — Equacbes do extrato aparente (°Brix) gustadas a partir de dados
experimentais

Lager - Brix
Composicao Equacio R CV (%)
Arroz Y = 12,034-0,0887* Tempo+0,000981* Tempo?-0,00000401*tempo® 0,986 2,534
Cana Y =11,862-0,0627* Tempo+0,000567* Tempo?-0,00000243* tempo® 0,989 2,492
Maltose Y = 12,023-0,0776* Tempo+0,000846* Tempo?+0,0000367*tempo® 0,992 2,348
Milho Y = 11,955-0,0879* Tempo+0,00106* Tempo?+0,00000458* tempo® 0,995 3,031
Sorgo Y =11,841-0,0646* Tempo+0,000615* Tempo?+0,00000265* tempo® 0,985 2,926
Ale-Brix
Composicéo Equacio R? CV (%)
Arroz Y = 11,892-0,0782* Tempo+0,000798* Tempo?-0,00000324* tempo® 0,993 2,030
Cana Y =11,852-0,0728* Tempo+0,000488* Tempo?-0,00000149* tempo® 0,989 2,845

Maltose Y = 11,873-0,0751* Tempo+0,000795* Tempo?+0,0000345*tempo’> 0,994 2,349
Milho Y = 11,683-0,0534* Tempo+0,000405* Tempo?+0,00000176* tempo® 0,970 5,008
Sorgo Y =11,875-0,0737* Tempo+0,000777* Tempo®+0,00000339*tempo® 0,964 6,674

3.1.5. Analise sensorial
Pelo exame do Quadro 11 constata-se que existe diferenca significativa
entre as amostras (P<0,05). Logo, as médias foram analisadas pelo teste de

Tukey, para verificagao das diferencas.

Quadro 11 — Médias para diferentes composi¢les de cervejas estudadas

Amostra Provadores (P) Média DesvioPadr &o
MIA - 112 50 6,1 a* 181
CAL - 912 50 56 ab 2,33
ARL - 310 50 55 ab 211
ARA - 703 50 54 ab 1,87
MAA -523 50 52 ab 1,89
CAA - 803 50 52 ab 2,03
MIL - 318 50 49 ab 2,45
MAL - 708 50 48 ab 2,09
SOA - 422 50 47 b 2,42
SOL - 501 50 47 b 211

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
(p>0,05) (GAN et al., 2001).
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Com base no valor critico da amplitude total estudentizada pelo método de
Tukey a 5%, com dez amostras e 441 graus de liberdade do residuo da andlise de
variancia, verificou-se que os escores medios obtidos no teste de aceitacdo das
cervejas MIA, CAL, ARL, ARA, MAA, CAA, MIL e MAL néo diferem
significativamente a 5% de probabilidade, devendo ser ressaltado que o escore

médio da cerveja MIA difere significativamente dos escores médios obtidos para

as cerveas SOA e SOL (P<0,05).
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4. CONCLUSOES

A contagem celular caracterizou-se por diferenca significativa em relacéo
as variaveis testadas, com uma ligeira fase adaptativa que pode ter se instalado
em funcéo de o numero de células usadas ndo ser suficiente para metabolizar a
guantidade de substrato disponivel, partindo do pressuposto que nos ensaios se
tratavam de células novas devidamente propagadas e com boa viabilidade.

Os melhores desempenhos de formacdo de biomassa celular foram
observados com uso dos adjuntos agucarados (xarope de high maltose e caldo de
cana) com aleveduralager.

As evolucdes do pH dos meios de crescimento testados iniciaram na faixa
de 5,0 - 5,5 e finalizaram na faixa de 4,1 — 4,5, para todos 0os experimentos,
exibindo comportamento semelhante com tendéncia de queda, onde a cerveja
nessas condicdes torna-se um meio desfavoravel ao crescimento para a maioria
dos microrganismos contaminantes por causa do pH baixo. De modo geral, a
célulade levedura pode crescer em uma faixa de pH entre 3 e 6.

Mesmo com essa evolugdo decrescente do pH, foi observado que existe
diferenca significativa entre as leveduras, entre a composicao dos substratos
testados e entre o tempo do processo fermentativo. Ja para as interacdes levedura
e composicdo do mosto, levedura e tempo testado, composicdo do mosto e

tempo, como também para a interagcdo levedura em funcdo da composicéo do
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mosto e do tempo, ndo existem diferencas significativas. Tais observagtes sdo
importantes no monitoramento das varidveis de controle do processo de
fermentacdo, em que o pH tem influéncia decisiva para 0 bom andamento do
sistema.

Através da diminuicdo do °Brix (extrato aparente) pode-se determinar a
captacdo pela levedura dos acUcares do mosto e estimar a porcentagem de
atenuacéo.

Existe diferenca entre as leveduras, entre a composi¢cdo dos substratos
testados e entre o tempo do processo fermentativo. Existe também diferenca para
as interacdes levedura e composicdo do mosto, levedura e tempo testado,
composi¢cao do mosto e tempo, assim como a interagdo levedura em funcao da
composicdo do mosto e do tempo na evolucdo do extrato aparente e atenuacdo
nos sistemas testados. Dependendo do grau de diferenciacéo desses fatores,
podem-se determinar a eficiéncia do processo e sua utilizagdo em padrbes
comerciais de fermentac&o industrial.

Entre as cervglas produzidas, avaliadas por consumidores atraves de
escala hedOnica, apresentaram menor aceitag&o as produzidas a partir do sorgo,
como adjunto do malte, devendo ser ressaltado que as cervejas produzidas a
partir de milho, caldo de cana, xarope de high maltose e arroz ndo diferiram
significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey, e apresentaram
meédias de aceitacdo entre 0s atributos “ gostei moderadamente” e “indiferente”.

Estudos mais detalhados da composi¢cédo do meio de crescimento ou da
descricdo sensorial com provadores treinados e ndo-treinados s&0 necessarios
para a comprovagao dos resultados e melhores conclusdes. Com o objetivo de
obter uma avaliagdo sensorial mais relevante, devem ser realizados testes
descritivos (ADQ) com provadores treinados e testes de aceitacdo em paraelo
para uma melhor qualificacdo de parametros sensoriais, de modo a descrever a

atitude e a aceitacdo do consumidor diante dos produtos.
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