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RESUMO

Cervejas acidificadas existem a muito tempo, porém nos ultimos anos estado
ganhando mais notoriedade no mercado devido suas caracteristicas organolépticas
se destacarem pela refrescancia e leveza, combinando bem com a introdugcéo de
frutas. Neste trabalho foi analisada a influéncia de diferentes dosagens, na
inoculagao de levedura liofilizada Fermentis US-05, para fermentacéo alcodlica de
um mosto cervejeiro industrial produzido comercialmente de receita Berliner Weisse,
acidificado biologicamente produzido pela moderna técnica kettle sour. Foram
testadas quatro “taxas” de indculos da levedura na fermentagdo, sendo as trés
menores realizadas em quadruplicata e a maior dosagem em triplicata, totalizando
15 amostras em quatro grupos experimentais contendo 2500 ml de mosto, que
foram fermentadas a 20°C durante 120 horas em incubadora B.O.D, sendo
verificados diariamente quanto ao pH e a conversdo de agucares a etanol pela
diminuicao da densidade do mosto. Além disso, foi realizada a quantificagcao celular
para determinar o comportamento das células de levedura nos intervalos de 48, 72 e
96 horas do processo. Concluindo que a maior dosagem de células, com a taxa de
1,5 milhdes de células/ ml/ °plato atingiu o final da fermentagcdo em menor tempo,
apresentando ser a melhor opg¢ao para mosto acidificado a nivel industrial. Ademais,
a metodologia de quantificacdo das leveduras por contagem de células foi mais
pratica em relacéo a pesagem de biomassa centrifugada seca.

Palavras-chave: cerveja acida, dosagem, kettle sour, pitch rate, sour beer.
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RESUMEN

Las cervezas acidificadas existen desde hace mucho tiempo, pero en los ultimos
afios han ganado mas notoriedad en el mercado debido a sus caracteristicas
organolépticas, que destacan por su frescura y ligereza, combinando bien con la
introduccién de la fruta. En este trabajo se analizdé la influencia de diferentes
dosificaciones en la inoculacion de la levadura liofilizada Fermentis US-05 para la
fermentacion alcohdlica de un mosto de cerveza industrial producido comercialmente
segun la receta Berliner Weisse, acidificado biolégicamente mediante la técnica
moderna de kettle sour. Se ensayaron cuatro “tasas” de inoculo de levadura en
fermentacion, las tres mas bajas se realizaron por cuadruplicado y la mayor
dosificacion por triplicado, totalizando 15 muestras en cuatro grupos experimentales
que contenian 2500 ml de mosto, los cuales fueron fermentados a 20°C durante 120
horas en un incubadora B.O.D, controlandose diariamente el pH y la conversion de
azucares a etanol debido a la disminucion de la densidad del mosto. Ademas, se
realizd la cuantificacion celular para determinar el comportamiento de las células de
levadura a intervalos de 48, 72 y 96 horas del proceso. Concluyendo que la mayor
dosificacion de células, con una tasa de 1,5 millones de células/ml/°plato, alcanzé el
final de la fermentacion en menor tiempo, demostrando ser la mejor opcién para el
mosto acidificado a nivel industrial. Ademas, la metodologia para cuantificar
levaduras por conteo de células fue mas practica en comparaciéon con el pesaje de

biomasa centrifugada seca.

Palabras clave: cerveza agria, dosificacion, kettle sour, pitch rate, sour beer.
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SUMMARY

Acidified beers have existed for a long time, but in recent years they have gained
more notoriety in the market due to their organoleptic characteristics, which stand out
for their freshness and lightness, combining well with the introduction of fruit. In this
work, the influence of different dosages on the inoculation of lyophilized yeast
Fermentis US-05 was analyzed for alcoholic fermentation of an industrial brewer's
wort commercially produced using the Berliner Weisse recipe, biologically acidified
using the modern kettle sour technique. Four "rates" of yeast inoculum in
fermentation were tested, the three lowest performed in quadruplicate and the
highest dosage in triplicate, totaling 15 samples in four experimental groups
containing 2500 ml of must, which were fermented at 20°C for 120 hours in a B.O.D
incubator, being checked daily for the pH and the conversion of sugars to ethanol
due to the decrease in the wort density. In addition, cell quantification was performed
to determine the behavior of yeast cells at intervals of 48, 72 and 96 hours of the
process. Concluding that the highest dosage of cells, with a rate of 1.5 million
cells/ml/°plato, reached the end of fermentation in a shorter time, proving to be the
best option for acidified wort at an industrial level. Furthermore, the methodology for
quantifying yeasts by cell counting was more practical compared to weighing dry

centrifuged biomass.

Keywords: sour beer, dosage, fermentation, kettle sour, pH, sour beer.
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1
1 INTRODUGAO

Alimentos fermentados comecaram a ser produzidos a muitos séculos,
tendo como caracteristicas aumento da estabilidade de armazenamento e
modificacdo na textura de sua matéria-prima, foram se popularizando pelo interesse
nas propriedades organolépticas geradas. Eles sdo muito populares atualmente,
representando uma boa porcentagem do que é consumido diariamente, tendo como
exemplo, produtos lacteos: queijo, iogurte, coalho e leite azedo; bebidas alcodlicas,
como vinho, cerveja e cidra; vegetais fermentados como picles e chucrute; além de
carnes fermentadas como salames e salsichas (SOCCOL, 2013).

Evidéncias supdem que a criagdo da cerveja se deu ha 9000 anos na
antiga Mesopotamia, onde os sumérios por acaso descobriram a transformagao que
ocorria com cereais em contato com agua. Nos primérdios ela era vista como algo
divino e por volta da idade média se tornou mais difundida na europa pela producao
através da igreja catdlica com seus monastérios, nesse periodo a bebida era
diferente do que encontramos hoje, pois ndo haviam as tecnologias empregadas
atualmente, sendo trigo o principal ingrediente (CERVBRASIL, 2018).

O estudo sobre os processos de producgao, o desenvolvimento de técnicas
e o registro de receitas se iniciou na idade média dentro de mosteiros, locais estes
que se desenvolvia o conhecimento gragas ao dominio da escrita. Epoca em que era
usada ndo s6 como bebida inebriante, também como remeédio e uma opgao ao
consumo de agua em tempos que na maioria das vezes nao havia potabilidade
(HORNSEY, 2003 apud MORETTO, 2022).

As cervejas historicamente foram armazenadas e transportadas em barris
de madeira, o tempo em que eram mantidas assim influenciava seus sabores e
aromas. Conforme a modernizacdo da producdo e da industrializacdo, novas
metodologias e estilos de cerveja ganharam mais espago no mercado, assim
cervejas populares se tornaram mais leves e de aromas e sabores mais simples
(MORETTO, 2022).

Nos dias atuais as grandes cervejarias dominam o mercado da bebida
com as chamadas cervejas comerciais, porém nos ultimos anos vem crescendo o
consumo de cervejas artesanais elaboradas por microcervejarias. Estas se
consolidam no mercado por oferecer aos consumidores diversos estilos que sao
produzidos com ingredientes e métodos diversificados, que apresentam experiéncias

organolépticas as vezes desconhecidas em cerveja aos clientes (BARRETO, 2022).
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12
O termo “Craft Beer” foi criado nos Estados Unidos pela necessidade de

distinguir as cervejas comerciais das cervejas artesanais, apesar de nao significar
um estilo especifico, as cervejas artesanais seguem normas rigidas de qualidade.
Entende-se por artesanais ou especiais, cervejas produzidas com matérias primas
de maior qualidade, com nenhum ou poucos aditivos quimicos e adjuntos
(WUNDERLICH et al., 2005 apud FEISTAUER, 2016).

A cerveja acida vem se destacando nos ultimos anos, devido ao sabor
unico, além de ser um estilo que nao é restrito a um processo de produgao, origem
ou ingrediente. Sua acidez é caracterizada pela alta concentracdo de acidos
organicos e baixo pH, sendo em sua maioria resultado da fermentacéo de bactérias
acido laticas (BAL) , assim, diversas alternativas existem a ser exploradas em sua

fermentacgao, para definir técnicas de producao e sabores (PRAIA, 2022).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CERVEJAS ACIDAS (SOUR BEER)

S&o cervejas com sabor intencionalmente azedo, conhecidas por serem
produzidas de forma espontanea com uma mistura de microrganismos do ambiente,
sendo fermentagdes que demoram para ser concluidas e sao dificeis de serem
controladas (DYSVIK et al., 2019).

No contexto cervejeiro “sour” € um termo que traduzido significa azedo, se
referindo a percepcdo acida e azeda que estas cervejas apresentam. A
caracteristica pode ser proveniente de contaminantes sendo classificada como
“off-flavour”, ou pode ser criada de maneira intencional através de bactérias
selvagens ou inoculadas tais como: Lactobacillus spp. e Pediococcus spp.
(HORNINK & GALEMBECK, 2019).

O termo “sour” abrange varias cervejas diferentes, que tém em comum
sabor azedo com altas concentragbes de acido latico e acético, refletindo um pH
baixo podendo chegar préximo a 3, este advindo do metabolismo das bactérias e
leveduras (BOSSAERT et al., 2019).

As principais espécies que podem ser adquiridas comercialmente para se
produzir cerveja sour sdo do género Lactobacillus, entre elas: L. plantarum, L.
fermentum, L. lindneri, L. buchneri, L. delbrueckii, L. brevis e L. rhamnosus. Em
todas as espécies, a maioria do carbono é direcionado para producido de acido
latico, entretanto algumas também produzem acido acético em uma concentragao

dez vezes menor que latico (SILVA, 2019).

Quando se compra uma cerveja acida, se escolhe entre duas diferentes
categorias, que indicam a forma com que sao elaboradas, sendo: kettle sour ou
tradicional sour / selvagem. Na categoria keftle sour, a acidificagdo do mosto
normalmente envolve a adicdo de bactérias do acido latico, sendo este mantido
aquecido enquanto ocorre a fermentagao latica. J& o processo de producédo da
tradicional sour/ selvagem ocorre por fermentagao mista, incluindo uma levedura ale
ou lager, uma ou ambas bactérias lactobacillus spp. e pediococcus spp. ainda

alguma levedura selvagem Brettanomyces spp. (LEIBTAG, 2021).
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A maioria das cervejas vendidas contém apenas Saccharomyces spp.,

sendo que a presenga de outros organismos nesses casos indicam defeito na
bebida, microrganismos que deterioram cerveja incluem acetobactérias, bactérias
acido-laticas e leveduras Brettanomyces spp. Por outro lado, a acidificagao melhora
a acessibilidade do amido e previne o crescimento de outros microrganismos

favorecendo o crescimento de Saccharomyces spp. (BOSSAERT et al., 2019).

Atualmente, para se produzir cervejas acidas se utilizam métodos que vao
desde o azedamento espontaneo, até a inoculagao de bactérias ou culturas mistas a
maneira tradicional, como também a técnica kettle souring moderna (BOSSAERT et
al., 2019).

2.2 KETTLE SOUR

E o processo em que o mosto se acidifica por acdo de bactérias acido
laticas, frequentemente usando lactobacilos antes da fermentacéo alcodlica. E uma
técnica rapida que se finaliza a cerveja em até 3 semanas, ao invés de 1 até 3 anos,
como nas cervejas acidas tradicionais / selvagem por maturagdo em barril de
madeira (Imagem 1). O kettle souring permite controlar faciimente a queda do pH,
dando um resultado mais previsivel pois minimiza as contaminacgdes, ainda se torna
mais vantajoso caso o mosto seja pasteurizado apos acidificagdo, pois permite a
adicdo de leveduras sem o risco de contaminacdo no decorrer da fermentagao
alcodlica (TONSMEIRE, 2014 apud ALMEIDA, 2017).

Esta técnica possibilita ao cervejeiro maior controle sobre a produgéo de
acido, pelo fato da acidificacdo poder ser interrompida em qualgquer momento pela
fervura do mosto, assim, consumindo menos tempo que a fermentacao tradicional /
selvagem. Porém ha desvantagem no caso de a pré fermentagdo (acidificagao)
ocorrer na proépria tina de fervura, pois interrompe a producao de outras receitas pelo
equipamento até a finalizacdo desta etapa do procedimento. Em pequenas
cervejarias normalmente a técnica é realizada aos finais de semana, evitando assim
atrasos na rotina de produgao (OSBURN et al., 2018).
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Imagem 1 - Formas de acidificagdo da cerveja: tradicional a esquerda e moderna a

direita.
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Fonte: DYSVIK et al., 2020.
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O ato de ferver o mosto depois de ser acidificado elimina compostos
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volateis que tenham sido produzidos neste processo, por isso produz cervejas que
por vezes sdo criticadas pela falta de complexidade. Para evitar algumas das
desvantagens sensoriais, alguns cervejeiros envelhecem em barris de carvalho a fim
de acrescentar complexidade as mesmas. Sendo assim, a fermentagao tradicional
por cultura mista recebe menos criticas por ser capaz de produzir mais sabor e
complexidade do que o keftle souring, entretanto necessita de muito mais tempo
para sua finalizacdo, além de mais espaco para o armazenamento dos barris de
madeira em que estao contidas (OSBURN et al., 2018).



2.3 BACTERIAS ACIDO-LATICAS (BAL) "

O género Lactobacillus , descrito pela primeira vez ja em 1901, vem se
expandindo muito rapidamente nas ultimas décadas. Até recentemente, o género
compreendia mais de 250 espécies. Em 2019, a analise da sequéncia completa do
genoma desse grande numero de espécies mostrou que os membros do género
estdo filogeneticamente entrelagados com outros géneros, como: Pediococcus spp.,
Fructobacillus spp., Paralactobacillus spp. e Leuconostoc spp., € que a
heterogeneidade do género era quase invisivel na taxonomia bacteriana (ZHENG et
al., 2020).

No passado, varias espécies do género Lactobacillus ja haviam sido
colocadas em novos géneros, como: Atfopobium, Carnobacterium, Eggerthia,
Kandleria, Lactococcus, Leuconostoc ou Weissella. Porém, comparagdes baseadas
no genoma inteiro recentemente usadas sugeriram a necessidade de uma
reorganizagao taxondmica muito mais profunda, resultando na geragao de 23 novos
géneros e reducdo do género original de Lactobacillus para apenas 38 espécies em
torno da espécie-tipo, Lactobacillus delbrueckii (ZHENG et al., 2020).

As BAL geralmente estdo associadas a habitats ricos em nutrientes como
alimentos tipo leite, carne e legumes, algumas também habitam a flora normal da
cavidade oral e trato geniturinario de animais e humanos. Os géneros de interesse
para fermentar alimentos incluem: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus e Streptococcus (SOCCOL, 2013).

Estas sdo a principal fonte de acido latico de alimentos fermentados,
também produzem varios compostos que contribuem para as caracteristicas do
alimento, além de produzirem substancias antimicrobianas capazes de inibir
microrganismos deteriorantes e patdgenos. Os principais géneros aplicados na

producgao de cervejas azedas sao Lactobacillus e Pediococcus (SOCCOL, 2013)..

BAL s&o capazes de produzir compostos organolépticamente ativos,
além do acido latico em bebidas a base de malte de cevada. Destes incluem acido
acético e acido formico, acetato de etila uma variedade de alcoois superiores,

aldeidos, cetonas e compostos fendlicos (DYSVIK et al., 2019).

Gragas aos avangos no sequenciamento gendémico, analise gendmica
comparativa e clonagem de genes; houve aumento no interesse em aplicar este

conhecimento a fim de projetar vias metabdlicas dessas bactérias visando a sintese
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de compostos que apresentem atributos sensoriais, nutricionais e de saude. A

engenharia de vias metabdlicas para BAL tem sido usada para sintetizar produtos
alimenticios em biorreatores, sendo o principal acido latico, mas também
bacteriocinas, adocantes de baixa caloria, compostos de aroma, aminoacidos,

exopolissacarideos e vitaminas do complexo b (SOCCOL, 2013).

Lactobacillus buchneri € uma bactéria heterofermentativa, produtora de
acido latico e ésteres, estes remetendo a frutas amarelas e péssego. Em sua
aplicacao deve se evitar a presenca de oxigénio para evitar a formagao de acido
acético, essa bactéria possui capacidade de atingir um pH minimo de 3,6 (BIO4,
2022).

L. buchneri pode ser utilizada para produg¢ao de cervejas sour, podendo
ser aplicada em Kkettle sour tanto em fermentagbes secundarias como em
fermentagdes primarias junto com a levedura. Gera uma acidez neutra, sendo uma
das poucas espécies que cresce bem em baixas concentragdes de oxigénio. Ela ndo
necessita de uma cama de CO2 no fermentador para acidificar o mosto, porém é

sensivel ao lupulo e ndo atenua o mosto cervejeiro (LEVTECK, 2022).

Lactobacillus brevis € uma cepa classica utilizada para produzir acidez
nas cervejas de estilo sour, ela pode ser aplicada sozinha seguindo a metodologia
kettle sour ou inoculada junto com a levedura antes da fermentacdo no método
conhecido como co-piching. Esta gera uma acidez latica mais limpa que a acética,
sendo um microrganismo heterofermentativo e como todo lactobacilo € sensivel a
altas doses de lupulo (YEASTLAB, 2022).

A bactéria Lactobacillus brevis gera uma acidez limpa na boca e em seu
aroma, e produz mais acido latico que Lactobacillus buchneri, assim, é capaz de
baixar o pH até 3,1 quando se utilizada no método kettle sour. Para se utilizar L.
brevis deve se evitar a presenca de oxigénio, pois este pode favorecer a producgao

de &cido acético que néo é desejavel para cerveja (BIO4, 2022).

2.4 ESTILOS MAIS POPULARES DE CERVEJA ACIDA

Alguns guias foram criados a fim de estabelecer critérios para concursos
de cerveja artesanal, os mais seguidos sdao o BJCP (Beer Judge Certification
Program) e o BA (Beer Association), estes guias entregam importantes informacgdes
para elaboragdo de receitas, pois estabelece parametros tais como: graduagéo

alcodlica, amargor, extrato inicial e final, cor, aroma, carbonatac&o, ingredientes,
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exemplos comercializados, além da sensagdo na boca que as cervejas devem

apresentar (MORETTO, 2022).

O BJCP é uma organizagado que padroniza e ajusta as caracteristicas de
correspondéncia aos estilos de cerveja, atualmente havendo 154 estilos de cerveja
validados que vao das mais conhecidas como pilsen até cervejas mais elaboradas

com adicao de frutas, raizes, madeira, especiarias, mel e legumes (SILVA, 2022).

As cervejas acidas podem ser produzidas de muitas maneiras diferentes e
abrangem uma grande variedade de estilos de cerveja. As cervejas azedas mais
comuns sao de estilo belga, incluindo Lambics, Flanders Red Ale e Old Brown, ao
lado de outros como American Wild Ale, Berliner Weisse e Gose (BOSSAERT et al.,
2019).

Berliner Weisse e Gose sdo os estilos mais comuns de cerveja azeda
alema, neles o malte de trigo compde uma porcao relevante do total de malte
utilizado e os lactobacilos fazem papéis imprescindiveis nas suas producoes. Estes
estilos sdo originarios de Berlin e Goslar (ou Leipzig), sendo produtos produzidos
tanto pelos métodos tradicionais quanto por técnicas mais modernas, a principal
diferenca entre elas é o tempero, que na Gose recebe sal e coentro (BOSSAERT et
al., 2019).

2.4 .1 Berliner Weisse

Uma cerveja de alta fermentacéo, produzida com maior parte de trigo e
cevada, normalmente clara, com acidez suave, espuma compacta e estavel.
Caracterizada por ser muito refrescante gragas a suave acidez e possui teor
alcodlico préximo a 3%, tem boa estabilidade sensorial e sabor de levedo e maca
similar ao de sidra, pouco amargor com notas esterificadas frutadas e florais
(BUHRMANN, 2017).

2.4.2 Catharina Sour

Este foi o primeiro estilo de cerveja brasileiro, reconhecido oficialmente
pelo BJCP em 2012. Tém como caracteristicas ser baseada em cerveja de alta
fermentagdo com trigo, de consisténcia leve e refrescante. Leva frutas frescas,
possui acidez limpa, com baixa graduacgao alcodlica, carbonatagao elevada e baixo
amargor (SILVA, 2022).
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Suas frutas sdo normalmente tropicais, que podem ser complementadas

com especiarias que nado sobrepdem o carater da fruta. No aroma a fruta deve ser
rapidamente perceptivel a um nivel médio para alto, porém a acidez deve ser
detectavel a um nivel baixo apenas de suporte a fruta. O aroma do malte pode estar
presente a um nivel baixo, de forma a caracterizar pdo, sem caracterizar lUupulo,
alcool intenso e leveduras (STRONG, 2021 apud RAMOS, 2022).

Na aparéncia a cor pode variar conforme a fruta e as especiarias usadas,
sendo geralmente clara. A opacidade pode ir de limpida a turva, variando bastante
conforme a idade e o tipo da fruta utilizada, sempre efervescente de colarinho médio
para alto com boa retencdo e variando a tonalidade da espuma conforme a fruta
(STRONG, 2021 apud RAMOS, 2022).

2.4.3 American Wild Ale

E uma variagdo de cerveja sour, similar as lambics e ouds belgas, mas
diferente em sua produgdo e fermentacdo. O termo selvagem nao remete
diretamente a fermentagcdo ser espontanea, mas sim pelo uso de microrganismos
ndo Saccharomyces em sua fermentagdo. Esta cerveja normalmente € elaborada a
partir de uma cerveja base, sendo usado berliner weisse ou saison e até mesmo
blonde ale , assim, a base ¢é trabalhada pela fermentagdao e maturagao em barris de
madeira para gerar a caracteristica “funky” através das leveduras Brettanomyces
spp. (ERICKSEN, 2020).

2.5 VARIAVEIS NA FERMENTAGCAO POR LEVEDURAS

Qualquer mosto preparado de cereais maltados fornece um meio capaz
de produzir biomassa de leveduras, componentes aromaticos (flavours) e etanol.
Para garantir essa capacidade, € necessario controlar parametros como a
temperatura e a quantidade de leveduras inoculadas (taxa de in6culo ou pitch rate)
(SILVA, 2019).

O periodo de tempo entre a inoculagdo da levedura e a detecgado da
emissao de gas carbdnico no fermentador (lag time) € um indicador importante para
se basear a saude das leveduras e o vigor da fermentagéo, ele representa a
combinacgao de varios processos pré fermentativos que relacionam bem a qualidade
total da fermentagao, sendo que separados esses processos nao representam bem
em relagcéo ao tempo (PALMER, 2001).
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Mesmo que a composi¢cado exata do mosto seja desconhecida, pode se

estabelecer relacdo entre a assimilacdo das principais substancias contidas no
mosto pelas leveduras e os produtos gerados pelo metabolismo microbiano. Alterar
a composigao do mosto, modificando a relagao carbono/nitrogénio, pode ser usada
como uma estratégia para obtencdo de mudancgas desejaveis na fermentagao
(SILVA, 2019).

A maioria das cervejas sao produzidas com Saccharomyces cerevisiae,
mas existem estilos de cerveja que usam de outros microrganismos para realizar
fermentagdes primaria, secundaria, mista ou selvagem. Sendo: Acetobacter,
Lactobacillus, Pediococcus e Brettanomyces, 0s mais conhecidos, eles se
comportam diferentemente na presencga de oxigénio e agucares do mosto, além da
temperatura (DAWSON, 2014 apud MORETTO, 2022).

O gendtipo das cepas de leveduras € de grande importéncia para
fermentagado, todas leveduras cervejeiras tém capacidade de respiragédo limitada,
mesmo assim seu metabolismo é sempre fermentativo. Por isso, a maior parte dos
produtos metabolizados dos agucares sado etanol e gas carbdnico, em que as

concentragbes maximas produzidas s&o determinadas pelo gendtipo (SILVA, 2019).

2.5.1 Substrato

A composigcao nutricional do meio de propagacédo e do mosto sdo de
extrema importadncia na fermentacdo, uma baixa concentracdo de compostos
nitrogenados pode acarretar grandes problemas na fermentacdo. Quanto mais
similar a composi¢ao do iniciador para as leveduras for do mosto a ser fermentado,
melhor sera a fermentacdo. O zinco na forma de seus sais, sdo importantes para o
crescimento da levedura, porém quantidades maiores que 0,6 mg/L sdo téxicas a
mesma (SILVA, 2019).

2.5.2 Oxigenacao Do Mosto

E o processo de dissolver o oxigénio nele, provendo o oxigénio que a
levedura precisa para aumentar a taxa de crescimento. Ela precisa de oxigénio para
sintetizar acidos graxos e esterdis que sao usados para formar a membrana celular,
além de outras reacgdes bioquimicas no interior da célula. Esta taxa de transferéncia
de oxigénio € um fator limitante para propagar a levedura, pois estes compostos

citados estéo diretamente ligados com a atenuacao da fermentacéo (SILVA, 2019).
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2.5.3 Temperatura

As leveduras quando expostas a temperaturas além do seu intervalo adequado,
geram caracteristicas, que a depender do estilo podem ser favoraveis ou ndo. Em baixas
temperaturas leveduras tendem a encolher, aumentando os acidos graxos insaturados em
sua membrana, o que induz uma reducao no transporte de solutos para o interior da célula,

sendo utilizado como uma forma de inativacdo das mesmas (SILVA, 2019).

2.5.4 pH

O pH é definido como a alcalinidade ou acidez de uma solugéo.
Leveduras conseguem se multiplicar em pH acido, mas sdo melhores em pH de 4 a
6. O mosto cervejeiro da maioria das cervejas que nao sao acidas normalmente
apresenta um pH entre 5,2 a 5,5 e a maioria das bactérias que o contaminam, séao
sensiveis a pH abaixo de 5. A maior parte das bactérias crescem mais dentro de
pequenas variagdes de pH, proximas a neutralidade com pH entre 6,5 até 7,5.
Poucas bactérias sado capazes de crescer em pH 4, algumas bactérias acidofilas
possuem altos graus de tolerancia a acidez, estas sendo aplicadas para estilos de
cervejas acidas (SILVA, 2019).

2.5.5 Pressao Osmodtica

A agua realiza multiplos papéis na biologia, mesmo nao sendo um
nutriente, ela é indispensavel para o crescimento microbiolégico. As bactérias se
nutrem pela passagem das substancias em solugdo na sua membrana
citoplasmatica. Além de ser o solvente universal, ela exerce fungao primordial na
regulacao térmica, gracas ao seu alto calor especifico. Em média, o conteudo celular
de agua das bactérias € de aproximadamente 85%, esta pode sair por elevagdes na
pressdo osmotica. Quando bactérias se encontram em agua destilada, meio onde a
pressao osmotica é baixa, a agua tende a entrar nas células podendo induzir a lise

celular em microrganismos de parede celular fraca (SILVA, 2019).

2.6 CINETICA DA FERMENTACAO

E um estudo que consiste em analisar a evolugdo do numero dos
componentes do cultivo em fungdo do tempo. O microrganismo, seus produtos do
metabolismo, substrato e nutrientes contidos no meio, s&o valores que permitem o
tracado das curvas de ajuste (SCHMIDELL et al., 2001).
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S&o necessarios valores de um intervalo, que permitam definir o perfil de

tais curvas para se obter um intermediario a analise adequada do fenédmeno, o
substrato limitante e o produto de interesse econémico geralmente s&o as variaveis
escolhidas para o estudo. Estes dados sado indispensaveis para o dimensionamento
de uma producgado, pois através deles se transpdem um experimento de laboratério
para escala industrial (SCHMIDELL et al., 2001).

O estudo da cinética também possibilita a comparagao quantitativa entre
cultivos apresentando diferentes condi¢des de pH e temperatura, através dos dados
de variaveis como: velocidades de transformacao e fatores de conversido que sao
obtidos pelas curvas de ajuste. Porém os critérios de comparagéo sao relativos ao
que se almeja obter do processo, como por exemplo, se por razdo econdémica o
tempo da fermentagao for a parte mais relevante, a produtividade deve ser avaliada
considerando isso (SCHMIDELL et al., 2001).

Ao acompanhar um meio liquido com microrganismos em crescimento,
enquanto a quantidade de nutrientes se mantém superior as suas necessidades e
nao havendo acumulo de substancias toxicas, o aumento em numero ou massa,
ocorre exponencialmente na maioria dos casos, segundo uma progressao
geométrica. Em processos descontinuos, as condigdes de crescimento n&o ficam
ideais por muito tempo. Criando um grafico geral de crescimento (Imagem 2) nesse
tipo de cultura se observa quatro fases: fase de lag, fase exponencial, fase
estacionaria e fase de morte (BORZANI et al., 2001).
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Imagem 2 - Curva de crescimento microbiano

Fases do Crescimento Microbiano

Favi Estaciondria Fasar dir Morte

Log (N* de Células Vidveis)

——

Tempo

Fonte: UNICAMP, 2022.

A fase lag se d4 no momento que se inoculam as leveduras, onde elas
crescem mais lentamente, devido a necessidade de biossintetizar novos
componentes além de se adaptar ao novo meio. Na fase exponencial o crescimento
€ mais intenso e rapido, apresentando uma propor¢cdo exponencial, sendo o
momento em que as células estdo mais saudaveis e com funcionamento normal. Ja
na fase estacionaria, a populacdo chega ao tamanho maximo maximo, pois a
medida que surgem novas células as anteriores morrem, ndo havendo crescimento
da comunidade. A fase de morte € onde ocorre um decréscimo na concentragao de

células viaveis ao longo do tempo (UNICAMP, 2022).

2.7 ANALISE DE AMOSTRAS

A analise de cerveja inclui, entre outras, as determinagdes da densidade,
grau alcodlico, acidez, teor de gas carbonico, extrato real, extrato aparente e extrato
primitivo. O extrato real representa todos os solidos que compdem a cerveja, este
aumenta conforme a taxa de evaporagao de agua aumenta. O extrato aparente é o
valor de extrato considerando a presencga de alcool, sendo utilizado para afericdes
diarias do decorrer da fermentagcdo e o extrato primitivo esta relacionado com a
quantidade de extrato presente no mosto inicial utilizado para fins de caracterizacao
legal da cerveja (SPIESS, 2016).
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Uma das metodologias mais utilizadas para quantificar leveduras, mede o

crescimento em meio ndo soélido separando a biomassa do caldo de cultura.
Centrifuga-se a amostra, entdo se lava com agua para remover os sélidos soluveis
do meio de cultura, por fim seca a biomassa em estufa a 105°C até chegar a um
peso constante (GALVAGNO et al., 2010).

Na microbiologia mesmo sendo possivel estudar o crescimento individual
de organismos, na maioria das vezes 0 que se mensura € o crescimento de uma
populacdo, este nos sistemas biologicos € representado pelo acréscimo ordenado
de todos os componentes de protoplasma, seja em massa total ou pelo numero de
individuos (BORZANI et al., 2001).

Dentre os principais métodos para identificar o numero de organismos de
uma solugao, estdo a contagem do numero total de individuos e a contagem de

microrganismos viaveis.

As medidas de turbidez ou densidade Optica sdo obtidas pela
determinacao da quantidade de luz difratada em uma suspensao de células, pois as
particulas pequenas difratam a luz proporcionalmente a sua concentragéo, sendo
que a reducao da quantidade de luz transmitida que passa pela suspensao de
células € uma medida de densidade celular. Usa-se um espectrofotdmetro na faixa
de 550 nm de comprimento de onda, com 0.15 até 0.50 de absorbancia
(GALVAGNO et al., 2010).

Versao Final Honol ogada

28/ 06/ 2023 19: 01



25
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a taxa indculo adequada da levedura liofilizada comercial
Fermentis US-05 (Franga) para uma fermentagdo rapida do mosto cervejeiro
acidificado biologicamente em escala industrial, de receita Berliner Weisse da

Cervejaria 277 Craftbeer (Foz do Iguagu).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e \Verificar o comportamento do pH durante a acidificacdo biolégica e
fermentacgao alcodlica das leveduras

e \Verificar o comportamento do extrato aparente durante a fermentacao
alcodlica

e Quantificar as leveduras no decorrer da fermentagdo por pesagem de

biomassa seca e contagem direta de leveduras e comparar as duas técnicas
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DO MOSTO

O mosto utilizado foi proveniente da receita de estilo "Berliner Weisse”,
fornecido pela cervejaria 277 Craft Beer, localizada em Foz do Iguagu - PR,
composto por 50% de malte pilsen e 50% de malte de trigo, ambos adquiridos da
Cooperativa Agraria (Parana). Apos a brassagem, a gravidade original resultante

medida no densimetro de massa especifica a 20°C foi de 1034 e o pH foi de 4,59.

4.2 ACIDIFICACAO BIOLOGICA (PRE FERMENTACAO)

Apods a fervura do mosto, que nao leva lupulo em sua producéo, este foi
bombeado ao tanque passando pelo chiller de placas do equipamento através de
tubulagédo de inox e mangueira de grau alimenticio, reduzindo a temperatura do
mosto para 37°C, sendo a temperatura ideal ao desenvolvimento de bactérias acido
laticas. Nesta linha de transferéncia continha sistema que injetava 0,3 kg de pressao
com gas carbénico, a fim de evitar a oxigenagado do mosto.

Com o tanque contendo 1000 litros de mosto, para acidificar pela técnica
rapida foram introduzidos quatro quilos de malte pilsen pela tampa superior, dessa
forma os grédos de malte forneceram a carga microbiana presente na superficie de
suas sementes para acidificar o mosto. Sendo utilizado malte pilsen armazenado do

estoque de producgao, envoltos em uma malha de tecido voil.

4.3 INTERRUPCAO DA ACIDIFICAGAO BIOLOGICA

Depois de 36 horas acidificando a 37°C, o mosto chegou ao pH de
3,54; adequado para o perfil de cerveja acida, entdo o mosto foi bombeado para as
tinas de mosturacdo e fervura da plataforma de producdo, através do uso de
mangueira alimenticia industrial, ao qual foi novamente fervido por 30 minutos com
adicdo de 200 gramas de lupulo Barth Haas Hallertau Magnum (Alemanha),

conforme a imagem 3.
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Imagem 3 - Retorno do mosto acidificado para a tina de fervura.

Fonte: o autor.

A segunda fervura tem como fungao inativar os microrganismos que
baixaram o pH do mosto, a fim de favorecer o crescimento das leveduras, além de

eliminar compostos volateis indesejaveis para este estilo de cerveja (SILVA, 2019).

4.4 ARMAZENAMENTO DO MOSTO

Apds a segunda fervura, o mosto novamente passou pelo trocador de
temperatura, onde saiu com temperatura de 20°C. Nesta etapa foi coletado o mosto
acidificado em barril de inox, conforme a figura 3. As amostras foram armazenadas
em dois barris de inox 30 litros previamente limpos e sanitizados, através do uso da

lavadora de barris automatizada.
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Imagem 4 - Armazenamento do mosto acidificado

Fonte: o autor.

Os barris contendo o mosto foram congelados a -20°C em container
refrigerado, por 5 dias a fim de preservar suas caracteristicas, até serem levados ao
laboratério da Unila onde foram descongelados a temperatura ambiente, local onde

foram realizadas as etapas seguintes.

4.4 PREPARO DOS MINI FERMENTADORES

A fermentacao foi acompanhada, através de 15 pequenos fermentadores
que lotaram a capacidade da incubadora, sendo elaborados com baldes alimenticios
iguais novos de 3200 ml, que receberam um furo lateral na altura de 3 centimetros
do fundo do balde, adaptados com uma torneira de bebedouro plastica nova, para
simular a saida de tanque fermentador de maior capacidade e um sistema de airlock

adaptado (Imagem 4).

Versédo Fi nal Honol ogada

28/ 06/ 2023 19:01



29
Imagem 5 - Baldes alimenticios utilizados na fermentacao

Fonte: o autor.

A altura da torneira de coleta das amostras, foi posicionada para simular a
posicao do local de envase de barris e coleta de amostras em um tanque industrial.

O sistema do bloqueio de ar consistia em 33 centimetros de mangueira
alimenticia que conectava a tampa de cada balde a tampa de uma garrafa 500 ml de
agua mineral contendo agua até metade e com uma abertura lateral para saida de
pressao.

Cada balde alimenticio ficou durante 15 minutos submerso em solugao de
acido peracético na concentracéo de 1% (v/v), entdo levados rapidamente ao fluxo
laminar onde foram preenchidos com 2500 ml do mosto, através do uso de balbes
volumétricos de 1000 ml e 500 ml, que também foram previamente sanitizados na
solucdo do acido peracético pelas mesmas condi¢cdes. Todo o sistema de extracao
de mosto do barril também foi sanitizado conforme o descrito, sendo a forma padréo

de sanitizagao utilizada na industria cervejeira.
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4.5 INOCULACAO DAS LEVEDURAS

Para a inoculagao foram utilizadas leveduras liofilizadas fermentis US-05
(Franca) que sao indicadas para o estilo proposto, foram divididas em 4 tratamentos
de quantidade de células, sendo calculada de acordo com a ficha técnica fornecida
no site da empresa (ANEXO 1), sendo calculadas por peso seco de acordo com o
valor fornecido pela ficha técnica que consta um minimo de 6 bilhdes de células por
grama. Estes tratamentos foram repetidos em quadruplicata com excecédo do
tratamento 4 de maior dosagem que foi realizado apenas em triplicata devido a falta
de espaco na incubadora.

As dosagens de fermento liofilizado foram definidas e calculadas através

do site: https://www.brewersfriend.com/yeast-pitch-rate-and-starter-calculator/

(Acesso em 15 de novembro de 2022), utilizando o valor de 6 bilhdes de células por
grama indicado na ficha técnica do fermentis US-05 (ANEXO 1) juntamente com a
gravidade original do mosto, para determinar a razdo da quantidade de milhdes de
células por ml por grau plato (Milhdes de células/ml/°plato). As taxas foram
determinadas pelo padrao fornecido no site para leveduras de alta fermentagao, este
padrao apresenta indicagdes quanto ao tipo de fermentagao, a condigao da levedura
e a densidade do mosto. As dosagens definidas foram apresentadas na tabela 1,

abaixo:

Tabela 1 - Definigdo das dosagens nos tratamentos:

Experimento Peso de levedura liofilizada Taxa de indculo

Tratamento 1 e 25000¢g 0,75 milhdo de células /
ml / ° plato

Tratamento 2 e 3,3333¢g 1 milh&do de células / ml / °
plato

Tratamento 3 e 41667 g 1,25 milhdo de células /
ml / ° plato

Tratamento 4 e 5,0000¢g 1,5 milhdo de células / ml
/ ° plato

Fonte = o autor.
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O sistema para preenchimento dos baldes fermentadores, de padrao para

chope foi todo sanitizado, a forma de sanitizacdo consiste em deixar os
equipamentos submersos em uma solugao de agua destilada com acido peracético
em 1% (v/v) por no minimo 10 minutos. O sistema de chope é composto pelo barril
de inox contendo o mosto a temperatura ambiente, valvula extratora padrdo S,
torneira de chope italiana e cilindro de gas carbdnico regulado na pressao de 2
kgf/cm?, todos estes interligados por mangueiras e conexdes alimenticias DM fit
(Coréia do Sul).

A pesagem do fermento para as diferentes dosagens foi feita em balanca
analitica com precisao de 4 casas decimais, em placas de Petri autoclavadas que
foram tampadas e imediatamente levadas ao fluxo laminar, sendo a inoculagao feita
de maneira aleatdéria nos baldes, sendo todos identificados de acordo com a
dosagem e repeticdo. Todos os 15 baldes fermentadores, foram mantidos em
refrigeragdo na incubadora B.O.D. modelo SL - 200/300 (Solab cientifica), colocados
em posi¢oes aleatdrias dentro do equipamento, sob temperatura de 20°C indicada
na ficha técnica, durante 6 dias. Sendo retirados do equipamento apenas uma vez

ao dia para coleta de 100 ml como amostra de cada balde fermentador.

4.6 EXTRATO APARENTE

Para avaliar o desenvolvimento da fermentacéo utilizamos a metodologia
do extrato aparente com densimetro de massa especifica a 20°C, onde 100 ml de
cada balde foi coletado com uso de proveta sendo transferido para Erlenmeyer de
250 ml, onde foram agitados a fim de descarbonatar o liquido.

Em seguida o conteudo retornou a proveta, entdo foi aferido o menisco

em que o densimetro apresentou para cada amostra sob a temperatura de 20°C.

4.7 PH

O procedimento utilizado para analisar o pH das amostras foi realizado
com medidor de pH modelo mPA 210 MS (Tecnopon instrumentagao), sendo
utilizados os mesmos 100 ml avaliados no extrato aparente, a fim de ndo consumir
muito material dos fermentadores. O aparelho foi calibrado com tampdes a
temperatura ambiente a cada dia de uso, as amostras foram medidas duas vezes,

sendo apresentado a média aritmética.
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4.8 PESO DE BIOMASSA SECA

Para avaliar a biomassa sélida, foi coletado amostra dos Erlenmeyers que
foram aferidos os valores de pH, sendo utilizado proveta de 50 ml para quantificar o
volume (imagem 6) e estes transferidos aos tubos falcon de mesma capacidade. Os
tubos foram previamente autoclavados e pesados, sendo anotado no préprio frasco
sua massa antes de receber a amostra.

Os tubos devidamente tampados foram centrifugados por centrifuga
refrigerada modelo SL - 701 (Solab Cientifica), configurada para 6000 RPM em 14°C
durante 10 minutos, sendo um minuto de aceleragdo e um de desaceleragdo. Seu
tambor para tubos falcon de 50 ml com capacidade para 8 frascos, possuia uma
distancia de 116 milimetros de raio.

O sobrenadante foi retirado e os tubos contendo pellet foram secos em
estufa a 70°C durante 24 horas, apds isto foram pesados e a média apresentada no

grafico 3.

Imagem 6 - Preparo de tubos falcon para centrifugagao

Fonte: o autor.
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4.9 CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS TOTAIS

A contagem das leveduras foi realizada utilizando cadmara de Neubauer
espelhada, conforme a metodologia descrita pela Dra. Gabriela Muller no moédulo 3
do curso de mestre cervejeiro. Foi utilizado parte das amostras que nao foram
armazenadas nos tubos falcon para pesagem de biomassa seca. Em todas etapas
de coleta dos dados, os Erlenmeyers contendo mosto em fermentagdo foram
agitados moderadamente, a fim de manter as amostras homogéneas.

Com uso de micropipetas de volume fixo, a diluigdo para a contagem foi
preparada usando 1 ml de amostra com 1 ml de agua destilada autoclavada,
inserida em tubo de ensaio autoclavado. Cada tubo foi agitado em vortex modelo NA
3600 (Norte Cientifica) por 30 segundos, entdo, rapidamente coletado 100
microlitros e aplicados na camara de Neubauer, aguardou se 1 minuto e foi feita a
contagem.

Pela metodologia usada, o quadrante maior do centro da camara, que é
subdividido em 25 quadrados menores, como mostra a imagem 5, foi analisado para
a presenga de células de leveduras. Na forma de contagem realizada, foram
contabilizados 5 dos 25 quadrados menores (Imagem 7), sendo os 4 cantos e o

quadrado central.
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Imagem 7 - Areas E1, E2, E3, E4, E5 utilizadas na contagem pela cdmara de

Neubauer

-

0.05 mm. T

L E3 E

0.25 mm.

r

Fonte: BETTIOL, 2012.

Foi levado em consideragao apenas células que tangenciam em 2 laterais
do perimetro de cada quadrante, além das que estavam contidas dentro, de forma
que todos os nucleos claramente visiveis foram considerados nos grumos e 0s
brotamentos em divisdo que possuiam ao menos metade do tamanho da célula mae

(Imagem 8).
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Imagem 8 - Visualizagédo obtida no microscépio de amostra para contagem

Fonte: o autor.

Para determinacgao do total da quantidade de células por ml, foi aplicado a férmula:

células/ml = n2células contadas X 5 X fator de diluigdo X 10000
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACIDIFICACAO BIOLOGICA

Logo apds a inoculagdo dos quatro quilos de malte no tanque contendo
os 1000 litros de mosto, se deu inicio a contagem do tempo para verificar a queda
do pH na pré fermentagdo, os dados coletados possibilitaram a criacdo do grafico

abaixo:

Grafico 1 - Acidificagao bioldgica do mosto a 37°C

Fonte: o autor.

O procedimento de acidificacdo do mosto ocorreu em menos de 48 horas,
na producgao industrial a primeira afericdo de pH é realizada apds mais de 12 horas
da inoculagdo do malte contendo as bactérias de sua flora natural. O
acompanhamento da redugcao de pH normalmente é feito apenas por coleta de
amostra e afericdo com aparelho pHmetro, sem disponibilizar a composi¢ao e a
quantidade dos microrganismos envolvidos no processo.

Referente ao malte que é utilizado como inéculo de lactobacillus para
acidificagdo do mosto, o processo de maltagem consiste em maceracao, germinagao
e secagem. Sendo que apds a maceragéao, células de microrganismos rapidamente
se multiplicam no grédo e na agua utilizada devido as condigbes ambientais que
favorecem a proliferacdo devido as condi¢gdes que estdo impostas (BOKULICH &
BAMFORTH, 2013).
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Existem microrganismos que prejudicam a qualidade do malte durante a

germinagao, pois alguns competem por oxigénio com o embrido inibindo a
germinagao, entretanto Alexander Mauch e seus colaboradores demonstraram que a
adicdo de bactérias acido laticas apresentaram uma diminuigdo no crescimento de
radiculas da semente, reduzindo a perda de produto durante a maltagem (MAUCH
etal., 2011).

O’Sullivan e colaboradores estudaram a microflora de maltarias e
cervejarias, descreveram que durante o processo de maceragao do malte a carga
microbiana diminui, porém microrganismos termotolerantes em especial bactérias
acido laticas homofermentativas permanecem ativas por ser um ambiente favoravel
as mesmas, sendo rico em nutrientes e umidade (O'SULLIVAN et al., 1999).

Lowe e colaboradores pesquisando a acidificacdo biolégica de mosto,
avaliaram que o crescimento bacteriano durante a maceracdo do malte, uma etapa
do processo de maltagem, pode ter efeitos benéficos, pois a acidificagcdo da
maceracao através de bactérias do acido latico melhora a extracdo de acgucares
durante a brassagem, a fermentabilidade do mosto, o rendimento de nitrogénio do
mosto, a estabilidade de espuma, a cor e o sabor da cerveja (LOWE et al., 2005).

Em uma pesquisa para um método de enumeragao de Lactobacillus
sp., Matthew Hodgkin e seus colaboradores utilizaram citometria de imagem para
acompanhar a producdo por kettle sour. Nesse método utilizaram marcadores
fluorescentes verde Syto BC e Syto 9 para determinar as concentragdes totais de L.
plantarum , L. brevis e L. bulgaricus. Para validar a citometria os resultados foram
comparados diretamente por contagem de placas, os resultados das contagens
foram multiplicados em cada diluicdo para obter a concentracao original da cultura
estoque resultando em diferengas estatisticamente insignificantes entre os métodos
de contagem (HODGKIN et al., 2020).

Dessa forma, para aplicar a técnica de kettle sour em estudos
posteriosres se torna interessante uma metodologia de analise da acidificacdo que
entregue mais informagdes da quantidade das bactérias durante o processo,
principalente quando de trata de um in6culo desconhecido como o caso dos quatro
quilos de malte que forneceram os microrganismos que acidificaram o mosto deste
estudo. Assim, a citometria e apresentara uma forma de avaliar mais
detalhadamente a acidificacdo, permitindo um controle mais exato e instantaneo

para tomada de decisdo quanto a qualidade e a padronizacdo do mosto acidificado.
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5.2 EXTRATO APARENTE
As 15 amostras foram aferidas a cada 24 horas ao longo de 120 horas,
entdo foi elaborado o grafico 2. Neste grafico, cada ponto da linha apresenta a
média aritmética dos valores coletados em cada dosagem. Ao final da fermentacao

as diferentes dosagens apresentaram extrato conforme a tabela abaixo:

Tabela 3 - Extrato final medido pelo densimetro de massa especifica.

Experimento Média da gravidade final pelo densimetro a 20 °C
Tratamento 1 (2,5009) 1005,5
Tratamento 2 (3,333Q) 1005,0
Tratamento 3 (4,1669) 1004,25
Tratamento 4 (5,0009) 1004,66

Fonte: o autor.

Grafico 2 - Média do extrato aparente nas diferentes dosagens.
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Fonte: o autor.

Ao final da fermentacdo, as cervejas renderam um teor alcodlico muito
proximo, em torno de 3,7% (V/V). Sendo que o tratamento com maior dosagem de

fermento (tratamento 4) finalizou a fermentacdo primeiro em torno de 72 horas.
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Entretanto, o tratamento com a segunda maior dosagem de US-05 (tratamento 3)

resultou em uma densidade final mais baixa em relagéo aos outros.

O tratamento 1 em que foi inoculado a menor dose de US-05 apresentou
extrato aparente igual aos outros até o tempo de 24 horas, entdo as 48 horas de
fermentagdo ainda se manteve igual ao tratamento com a segunda maior dosagem
de fermento (tratamento 3).

Apos isto o tratamento 1, fermentou mais lentamente em relagdo aos
outros tratamentos, de acordo com as amostragens feitas no decorrer do tempo.

A dosagem de 3,3333 g de US-05 apresentou a segunda maior queda na
densidade do mosto, pela verificacdo de extrato aparente até o momento de 48
horas de fermentacédo, entdo foi passado pelo tratamento 3 que continha uma
dosagem superior que a sua (4,1667 g), entre as 48 e 72 horas em diante

Lorenzo Peyer e colaboradores em seu estudo verificaram que o
crescimento de leveduras US-05 em mosto acidificado foi retardado de 2 a 4 dias,
além disso, as contagens de células foram menores em comparagao a um mosto
controle nao acidificado, sendo que atenuagdes semelhantes entre si foram
encontradas. Ademais, verificaram que a qualidade final das cervejas variou
consideravelmente a depender da forma de acidificagdo aplicada no mosto, segundo
eles, a acidificagcdo do mosto através de Lactobacillus amylovorus, gera uma cerveja
brilhante com pequenas falhas organolépticas (PEYER et al., 2017).

Ainda neste estudo, verificaram que em um tratamento especifico no qual
adicionaram novamente BAL junto com as leveduras, houve um certo crescimento
bacteriano nos trés primeiros dias, entretanto ndo chegou fornecer uma acidificagcéo
adicional, indicando que atividade das bactérias foi limitada durante a fermentagao
alcodlica. Por fim, o tratamento controle que n&o foi acidificado, obteve a maior
variagao no ph, devido a liberagao de subprodutos acidos e remogao de compostos
tamponantes, além disso, o tratamento controle foi que obteve maior velocidade na
reducao do teor de extrato e maior numero de células de leveduras (PEYER et al.,
2017).

O estudo de Anna Dysvik e colaboradores concluiu que as BAL pré
acidificando o mosto, contribuem além de apenas a producao de acido latico para as
caracteristicas sensoriais da cerveja tanto para compostos volateis como para
acidos organicos, porém este beneficio ndo supera o da acidificacdo quimica. Neste

estudo, ao que se trata do crescimento microbiano, ndo detectaram BAL em nenhum
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experimento apds fervura, em um tratamento que ocorria acidificagao a taxa de BAL

caiu pela metade quando adicionado mosto altamente lupulado e levedura US-05,
porém nao conseguiram definir se esta queda na viabilidade foi ocasionada pela
deplecdo de aminoacidos essenciais, competicdo por nutrientes, pH reduzido,
aumento de etanol ou a introducéo de lupulo. Neste estudo, assim que inoculadas as
leveduras, detectaram queda na contagem quantidade de unidades formadora de
colonia (CFU) para todos os tratamentos (DYSVIK et al., 2019).

Devido a estes conhecimentos experimentais se define que a forma da
aplicacdo da metodologia de acidificacdo rapida, seja em escala industrial ou
caseira, que busca uma fermentacdo mais eficaz se inicia elaborando um mosto
qgue seja propenso a acidificagdo com o uso de bactérias do acido latico, seguido de
uma fervura quando se atinge o pH desejado ao paladar. Entao, se trabalha neste
mosto como se estivesse preparando uma receita de cerveja mais comum em que
se fermenta com leveduras para geragéo de etanol. Ao final temos uma produgao
em que ocorreram duas fervuras e duas fermentagdes, sendo a acidificacdo
conhecida no meio cervejeiro como pré fermentacgao.

Outro estudo de Anna Dysvik e colaboradores, realizando testes com
L. brevis , L. plantarum e L. buchneri em pequena e grande escala, observaram que
houve taxa de crescimento e redugdo de pH mais rapidamente em fermentacdes
com temperatura mais elevada, mas isto nao influenciou no valor de pH final, além
disso, verificaram que o desempenho de L. brevis parece ser mais robusto em
diferentes condicbes estressoras, em comparacdo com os outros dois lactobacilos.
De acordo com eles, a presencga se iso alfa acidos foi o fator mais estressante entre
os investigados, sendo que L. brevis era mais resistente a isso também devido a
presenca dos genes hitA , horA e horC, que sédo diretamente relacionados a
resisténcia ao lupulo (DYSVIK et al., 2020).

Ainda neste trabalho, nos resultados dos testes com multiplos
estressores, determinaram que L. buchneri ndo é recomendavel para fermentagao
de cerveja acida na presenga de estressores, principalmente os iso alfa acidos do
lupulo, pois gerou uma alta producdo de diacetil indesejado, entretanto poderia ser
utilizada pela técnica kettle sour que € realizada mediante estresses reduzidos. Por
fim, concluiram que a co fermentacdo controlada de S. cerevisiae (US-05) e L.

plantarum que é vulneravel aos estresses, poderia gerar uma cerveja azeda em 21
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dias, sendo um produto com maior intensidade de sabor total, odor total e sabor de

frutas secas (DYSVIK et al., 2020).

5.2 PH

Entre a afericdo de ph do mosto, no momento que se interrompe a
acidificagao bioldgica o transferindo para a fervura, e, o instante em que se inoculam
as leveduras para os tratamentos onde novamente se realiza medicdo do pH,
verifica se uma reduc¢ao de quatro décimos no valor de pH, que passou de 3,54 para
3,13. Podendo ser um indicativo de, mesmo ap6és a fervura, as bactérias nao foram
completamente inativadas e continuaram a reduzir o pH do mosto durante esse
periodo.

Todas as 15 amostras foram verificadas diariamente quanto ao pH, sendo
agrupadas conforme o tratamento, entdo, com a média apresentada dos valores, foi

possivel elaborar a tabela 2, abaixo:

Tabela 2 - Média do pH das amostras no decorrer da fermentagao.

Tratamento | Inoculacéo | 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

2,5000 g pH=3,13 [pH=3,185 [pH=3,192 |pH=2,875 | pH =2,940 | pH =2,998
3,3333 g pH=3,13 [pH=3,180 [ pH=3,178 |pH=2,852 | pH =2,938 | pH =2,988
4,1667 g pH=3,13 |[pH=3,170 [ pH=3,195 |pH=2,848 |pH =2,925 | pH =2,988
5,0000 g pH=3,13 |[pH=3,140 [ pH=3,086 | pH =2,850 | pH =2,940 | pH =2,993

Fonte: o autor.
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As 24 horas de fermentacdo todos os tratamentos apresentaram um
aumento no valor de pH aferido, sendo que foi notado uma relacéo: quanto menor a
dosagem de fermento maior ocorreu um acréscimo nestes valores.

As 48 horas de fermentagao, os dois tratamentos que apresentaram uma
queda maior no valor de extrato aparente aferido (tratamento 2 e 4), sendo mais
rapidos na fermentacdo, apresentaram uma pequena queda no valor de pH em
relacdo ao que havia sido medido as 24 horas. Ja os outros dois tratamentos
(tratamento 1 e 3), que apresentaram uma queda mais lenta no valor de extrato
aparente, apresentaram um pequeno aumento no valor de pH em relagéo ao que foi
aferido as 24 horas.

No momento das 72 horas de fermentacdo, todas as amostras tiveram
uma queda significativa no pH, baixando o valor para casa decimal de 2,8. Sendo
assim, que pela média dos valores aferidos o tratamento com menor dosagem de
US-05 manteve o pH mais alto entre eles (2,875) e o tratamento 3 que gerou a
gravidade final mais baixa ao final da fermentagéo, apresentou o pH mais baixo
entre eles neste momento.

Quando estavam em 96 horas de fermentagao, houve uma subida de uma
casa decimal nos valores aferidos, todos passando para casa de 2,9. Porém o
tratamento 3, que por fim resultou na cerveja de FG menor, se manteve mais acida e
os outros tratamentos apresentaram valores muito proximos de pH entre si.

Na ultima medicdo de pH, as 120 horas, todos os tratamentos
apresentaram valores muito préximos de pH entre si, diferenciando-se apenas por

um numero, na casa centesimal.

Versao Final Honol ogada

28/ 06/ 2023 19: 01



43

5.3 BIOMASSA SECA E CONTAGEM DE LEVEDURAS

Para estas analises, foi possivel apenas verificar o intervalo de tempo de
48 a 96 horas, devido a dificuldades na implantagédo das técnicas de quantificagao.
Entretanto, a representacédo dos graficos obtidos pelas duas técnicas (grafico 3 e 4)
apresenta similaridade. A contagem direta de leveduras e a pesagem de biomassa
seca diminuiram ao decorrer da fermentacao, devido a posi¢cdo do local de coleta
das amostras. Além disso, os valores entre as duas metodologias de quantificagao
nao foram totalmente proporcionais.

O grafico 3 apresenta os valores obtidos pela centrifugagédo dos 50 ml de
amostra da cerveja, em que foi descartado o sobrenadante e o tubo falcon
dessecado em estufa. Ja o grafico quatro apresenta a contagem direta em camara

de neubauer da amostra coletada ao mesmo instante.

Grafico 3 - Média do peso seco de biomassa em gramas no periodo entre 48 e 96

horas.
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Fonte: o autor.
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Grafico 4 - Média da contagem de leveduras em milhdes por mililitro do periodo

entre 48 e 96 horas.
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Fonte: o autor.

No momento de 48 horas de fermentagdo, os tratamentos 2 e 3 que
tiveram as dosagens de indculo intermediarias de US-05, apresentaram valores
muito proximos entre si, e consideravelmente distante das dosagens maxima e
minima de fermento do experimento, pela metodologia de pesagem de biomassa
seca. Ja os valores apresentados pela metodologia de contagem direta de
leveduras, manteve uma distancia uniforme entre eles, de acordo com o gréfico,
seguindo a proporcionalidade de maior dose resultando em mais células verificadas.
Dessa forma a metodologia de contagem direta de leveduras totais, aparentemente
gera dados mais confiaveis da amostra em analise.

Em 72 horas de fermentagdo, a coleta de dados manteve uma mesma
ordenacgédo de posigbes dos tratamentos nas duas metodologias de quantificagao,
porém nao havia proporcionalidade entre os dois graficos (3 e 4). Foi observado que
o tratamento 4 que possuiu a maior dosagem de fermento, passou da posicao de
maior contagem e pesagem do periodo analisado anterior, para a menor contagem e
pesagem desse momento de analise, tempo este em que, no grafico 2, de extrato
aparente, constava o final de sua fermentagao. O que pode indicar que as leveduras
migraram para o topo do fermentador devido a escassez de agucares

fermentesciveis.
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Ainda no intervalo de 72 horas foi detectado a maior quantidade de

leveduras contadas e pesadas no tratamento 3, dosagem esta que resultou na
gravidade final mais baixa consequentemente gerando mais alcool, o que indica ser
a taxa com maior taxa de conversao, de acordo com o estudo. E os tratamentos 1 e
2, que tiveram as duas menores dosagens de in6culo, se mantiveram no intermédio
do gréfico pelas duas metodologias.

As 96 horas de fermentagcdo, no ultimo momento em que se coletou
amostras para as metodologias de contagem e pesagem, os dois graficos
apresentaram a mesma ordem e distancia relativamente proporcional dos
tratamentos. Havendo apenas uma inverséo nas posi¢des dos tratamentos 1 e 2 que
mantinham posigao intermediaria pela analise do periodo anterior. O tratamento que
ja havia finalizado a fermentagcdo se manteve com menor contagem e peso de
biomassa, e o tratamento que obteve o maior rendimento fermentativo apresentou
maior contagem e peso de biomassa.

Aneta Ciosek e colaboradores realizaram um trabalho, que comparou a
ordem de inoculagao em Lactobacillus brevis WLP672 e leveduras US-05, além da
inoculacdo simultdnea das mesmas, verificaram que a utilizagdo de agucares por
parte das bactérias, mesmo sendo heterofermentativas, para produgdo de gas
carbénico, foi insignificante em comparagao com a produgao de gas pelas leveduras.
Ademais, verificaram que quando inoculadas simultaneamente bactérias e
leveduras, a fermentagao ocorria mais rapidamente, em comparacgao a fermentacdes
no qual as bactérias foram inoculadas alguns dias apds as leveduras. Estas
pesquisas fornecem as informagdes que sao repassadas no meio cervejeiro de um
mestre ao outro, que levam a elaborar metodologias de produgdo como a utilizada
neste trabalho, no qual primeiramente se deve introduzir bactérias para apds sua
acidificagdo serem inoculadas as leveduras para producgao de alcool (CIOSEK et al.,
2019).

Ainda, eles concluiram que as leveduras, quando s&o adicionadas alguns
dias apods as bactérias, a fermentacao termina primeiro que nas outras duas formas
de inoculagédo, sugerindo que as bactérias tiveram um efeito sinérgico nas leveduras.
Sendo esta a forma mais vantajosa de se obter uma cerveja acida, como foi
realizado este experimento, sendo algo ja conhecido pelos cervejeiros profissionais.
Na pesquisa de Ciosek e colaboradores, nao verificaram atraso no crescimento ou

diminuicdo da contagem de leveduras devido a acidificagdo do meio. Porém
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verificaram que, em todos os ensaios no qual as leveduras foram adicionadas dias

antes das bactérias, o pH final foi mais alto (préximo a 4) que, no ensaio ao qual as
duas foram adicionadas simultaneamente (préoximo a 3,7). Por fim, ainda verificaram
que as cervejas em que foram adicionadas bactérias dias antes das leveduras,
consumiram menos extrato real e consequentemente produziram um teor alcodlico
menor, algo que demonstra uma necessidade de uma maior taxa de inéculo para
estes tipo de cerveja em relagdo a cervejas que nao contém bactérias, caso a
necessidade seja a obtengdo de um grau alcodlico proporcional (CIOSEK et al.,
2019).
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6 CONCLUSOES

Ao final desse experimento, a partir dos dados obtidos, concluimos que a
maior taxa de inéculo, correspondente a 1,5 milhées de células por ml a cada grau,
forneceu a fermentagdo mais veloz, sendo praticamente completada em 72 horas,
assim, esta taxa se torna mais interessante para a escala industrial.

O pH final de todas as dosagens foi praticamente o mesmo, foi percebida
uma ligeira queda no pH estando correlacionada com o ritmo da fermentagdo que
possivelmente seja resultado da produgao de gas carbdnico por parte das leveduras,
este que acaba por gerar acido carbénico no meio.

A metodologia de contagem de leveduras foi mais simples e eficaz na
producdo de resultados, sendo preferivel em relacédo a pesagem de biomassa seca

centrifugada.
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ANEXO 1

(& Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

SafAle™ US-05 =

Fermento Ale Americano, selecionado para produzir cervejas bem balanceadas com baixo diacetil e com um paladar final bem "crispy” e
limpo. Forma uma firme camada de espuma e apresenta uma habilidade muito boa de se manter em suspensao durante a fermentacao.

INGREDIENTES: Levedura (Saccharomyces cerevisiae), Agente Emulsificante: E491

ESTERES TOTAIS ALCOOIS SUPERIORES ACUCARES FLOCULACAO SEDIMENTACAO
TOTAIS RESIDUAIS
40 ' 269 ' 11 g.-'l*' +/- média
ppm em mosto com 18°P a ppm em mosto com 18°P a *3g maltotnose/L
20°C em tubos EBC 20°C em tubos EBC comespondendo a uma
atenuagio aparente de 813%

Leveduras cervejeiras secas da Fermentis sao conhecidas por ter a habilidade de produzir uma grande variedade de estilos de cerveja.
A fim de comparar nossas cepas, nos fizemos testes em condicoes laboratoriais com um mosto padrao para todas as cepas e condicoes
padrao de temperatura (SafLager: 12°C por 48h e depois 14°C / SafAle: 20°C). Nos focamos nos seguintes parametros: producéo de
dlcool, acticares residuais, floculagao e cinética da fermentacao.

Dado o impacto da levedura na qualidade da cerveja pronta & recomendado respeitar as instrucoes de fermentacao prescritas. Nos
instruimos fortemente aos usuarios a fazerem testes de fermentacao antes de qualquer uso comercial de nossos produtos.

FERMENTACAO: idealmente a 18-28°C (64-82°F)

DOSAGEM: 50 a 80 g/hl

INSTRUCOES DE REIDRATACAO: Polilhar a levedura em no minimo 10 vezes o seu pesa em agua esteril ou mosto de 25 a
29°C (77°F a 84°F). Deixar descansando por 15 a 30 minutos.

Gentilmente mexer por 30 minutos, & dosar o creme resultante no tanque de fermentacao.

Alternativamente, dose a levedura diretamente no tanque de fermentacao desde que a temperatura do mosto esteja acima de 20°C (68°F).
Polvilhe progressivamente a levedura seca no mosto certificando-se que a levedura cubra toda a superficie do mosto disponivel para evitar
grumos. Deixar por 30 minutos, para entao misturar o mosto usando aeracao ou pela adicdo de mosto

ANALISE TIPICA: ARMAZENAMENTO
% peso seco: 94.0-96.5 36 meses a partir da data de producao. Durante o transporte: O
Celulas Vidveis no empacolamento: =8x10%g produto pode ser transportado e armazenado em temperatura
Bacterias Tolais™ <5/mi ambiente por periodos de tempo nao excedendo 3 meses sem afetar
Bacteria aCId? acetico™ <71/ml sua performance.
biﬁ%gaﬁ:f;; : .1| m: No destino final: Manter em condigoes secas e frescas (< 10°C/50°F).
Levedura selvagem nao Saccharomyces™ <1/ml i
Microorganismos Patogenicos: de acordo com reguiamentacao VIDA UTIL
vigente Ver data maxima para consumo impressa no pacote.

Pacotes abertos devem ser selados e mantidos a 4°C (39°F) e usados
* Quando a levedura seca e inoculada a uma taxa de 100 ginl, dentro de 7 dias apos abertos. Nao usar pacotes moles ou danificados.
equivale a uma concentracao de > 6 x 108 celuluas viaveis/iml
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