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RESUMO

A fermentacdo é uma das etapas de maior importancia para producao de cerveja,
formando os principais produtos da bebida, o alcool e gas carbdnico, além disso,
sdo gerados compostos, desejados ou ndo, responsaveis por caracteriza-la
sensorialmente. A técnica de imobilizacdo vem sendo bastante empregada em
diversos segmentos industriais. No processo de fermentacdo, a técnica de
imobilizacdo permite uma melhor manipulacdo dos biocatalizadores, melhora o
controle e estabilidade a longo prazo das células, protege as células contra
forcas de cisalhamento e aumenta a densidade celular no interior das capsulas.
Considerando a fermentacdo uma etapa critica e de grande importancia, este
trabalho avaliou a viabilidade do processo combinada com ciclos da fermentacéo
de uma cerveja puro malte em um sistema descontinuo utilizando leveduras
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato de calcio. O projeto
constituiu do estudo da fermentacdo com leveduras imobilizadas em volume de
20ml e de 20L, e volume de 10L para a avaliagdo da reutilizacao das leveduras.
Analisou-se a producgdo de alcool, o consumo de substrato e a viabilidade do
microrganismo ao longo do processo, como também as caracteristicas
sensoriais do produto. O estudo indicou uma similaridade entre os perfis
cinéticos da fermentacdo em volume de 20ml e de 20L, no qual apresentaram
um rendimento de 85,7% e 83,9%, respectivamente. Os biocatalizadores foram
reutilizados em 4 fermentacdes descontinuas, apresentando ao final da ultima
fermentacao, rendimento de 87,79%. A avaliacdo sensorial indicou a existéncia
de uma diferenca significativa entre as amostras com leveduras livres e
imobilizadas.

Palavras-chaves: Fermentacao, Cerveja, Imobilizacdo, Saccharomyces
cerevisiae, Alginato
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ABSTRACT

Fermentation is one of the most important stages for beer production, forming the
main products of the drink, alcohol and carbon dioxide, in addition, compounds
are generated, desired or not, responsible for characterizing it sensorially. The
immobilization technique has been widely used in several industrial segments. In
the fermentation process, the immobilization technique allows better handling of
the biocatalysts, improves the control and long-term stability of the cells, protects
the cells against shear forces and increases the cell density inside the capsules.
Considering fermentation to be a critical and very important stage, this work
evaluated the viability of the process combined with fermentation cycles of a pure
malt beer in a batch system using Saccharomyces cerevisiae yeasts immobilized
in calcium alginate. The project consisted of the study of fermentation with yeasts
immobilized in a volume of 20ml and 20L, and a volume of 10L for the evaluation
of the reuse of yeasts. Alcohol production, substrate consumption and viability of
the microorganism were analyzed throughout the process, as well as the sensory
characteristics of the product. The study indicated a similarity between the kinetic
profiles of the fermentation in volume of 20ml and 20L, in which they presented
ayield of 85.7% and 83.9%, respectively. The biocatalysts were reused in 4 batch
fermentations, with 87.79% yield at the end of the last fermentation. The sensorial
evaluation indicated the existence of a significant difference between the samples
with free and immobilized yeasts.

Key-words: Fermentation, Beer, Immobilization, Saccharomyces cerevisiae,
Alginate
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1. INTRODUCAO

Cerveja é uma das bebidas alcoodlicas mais populares em todo o0 mundo,
uma bebida fermentada, carbonatada e com diversidade de sabores,
apresentando-se em diferentes estilos.

De acordo com a Instrugédo Normativa n° 65, de 10 de dezembro de 2019,
“Cerveja € a bebida resultante da fermentacédo, a partir da levedura cervejeira,
do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a
um processo de coccgao adicionado de lUpulo ou extrato de Idpulo, hipotese em
que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida
parcialmente por adjunto cervejeiro”.

Com o crescimento do setor cervejeiro no Brasil, as industrias tentam se
firmar em um cenério cada vez mais competitivo e com uma alta exigéncia de
qualidade em seus produtos com preco acessivel (REBELLO, 2009). Alguns
meios que possam diminuir o custo de producdo sao aplicados ao longo do
processo, como a utilizacdo de adjuntos maltados ou ndo, como aveia, milho,
arroz, trigo, centeio (VENTURINI, 2005). Além de variagcdes na matéria-prima
utilizada, parametros como temperatura e tempo de fermentacdo proporcionam
diversidade e carateristicas sensoriais Unicas a bebida (KWAKITA; QUEIROZ,
2017).

Existem dois principais grupos na qual a cerveja pode ser enquadrada:
tipo Ale (alta fermentacéo) e tipo Lager (baixa fermentacdo). As cervejas tipo
Ale sdo fermentadas em temperaturas entre 18°C a 22°C, entre 3 a 5 dias
(VENTURINI, 2005), enquanto que as cervejas do tipo Lager sdo fermentadas a
temperaturas de 3,3 a 13°C, podendo durar cerca de 4 a 12 semanas junto a
maturacdo (ARAUJO et al., 2003 apud REBELLO, 2009). Por causa da menor
temperatura, geralmente, os estilos de cerveja do tipo Lager sdo mais leves
(REBELLO, 2009), sendo as mais produzidas no Brasil, jA que sdo mais
adequadas ao nosso clima, enquanto que as cervejas Ale possuem teor alcoodlico
superior a 5%, com maior concentragdo de lUpulo, no entanto, apresentam-se
como mais adocicadas (OETTERER, REGITANO-D’ARCE, APOTO, 2006).

A producdo de cerveja pode ser dividida em oito etapas essenciais:
moagem do malte, mosturacéo, filtragcdo do mosto, fervura do mosto, tratamento

do mosto (aeracédo, resfriamento e remocdo do precipitado), fermentacao,
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maturacao e clarificacdo (VENTURINI, 2005). Ao final, seguem para a etapa de
envase.

A etapa da moagem é feita para que haja o rompimento da casca do
malte e consequente exposi¢cao do endosperma (rico em amido), esmagando-0
e promovendo uma melhor atuacdo enzimatica (VENTURINI, 2005). E
importante, que durante esse processo, a formacao de farinha fina seja minima,
evitando a formagdo de material mucilaginoso durante a mosturacao
(AQUARONI, 2001).

Também denominada como brassagem, a mosturacdo consiste na
mistura do malte com a 4gua em temperatura controlada, tendo como objetivo a
recuperacgao, no mosto, da maior quantidade possivel de extrato a partir de malte
ou da mistura de malte e adjuntos (AQUARONI, 2001). As enzimas ativadas
durante a germinagcdo do malte, solubilizam componentes ainda insolubilizados
do malte, modificando a estrutura quimica de alguns componentes soluveis,
gerando o “extrato”, chamado de “mosto” (OETTERER, REGITANO-D’ARCE,
APOTO, 2006). A etapa posterior é caracterizada pela fervura do mosto e adicédo
do lupulo, para que ocorra a inativacdo enzimatica, esterilizacdo do mosto,
coagulacdo de proteinas, extragcdo de compostos amargos e aromaticos do
lGpulo, producédo de substancias que constituem aroma e sabor, evaporacao de
agua excedente e de componentes aromaticos nao desejaveis ao produto
(VENTURINI, 2005). A fermentacao consiste no ponto chave da producéo de
uma bebida alcodlica, tendo como objetivo principal a conversao de agucares em
etanol e gas carbdnico (VENTURINI, 2005).

Essa etapa, inicia-se com a adicao do fermento ao mosto cervejeiro. A
guantidade do fermento inoculado ira variar de acordo com o teor de extrato,
composicdo, nivel de aeracdo e temperatura do mosto. Esta quantidade de
fermento deve ser tal que proporcione uma concentracdo de 5 a 15 milhdes de
células de levedura por mililitro de mosto. Geralmente, o nivel 6timo é de 107
células/ml (AQUARONI, 2001).

Com a competitividade do mercado, tanto para a reducao de custos
como a introducdo de novos produtos, 0s cervejeiros buscam por inovacdes

tecnoldgicas para seus processos (REBELLO, 2009).
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O sistema de imobilizagdo tem sido estudado para producao de cerveja
em fermentacao continua como um método mais rentavel, atraindo a atencéo de
pesquisadores (ALMONACID et al., 2010).

De acordo com Kosseva (2010), a principal vantagem do método de
encapsulamento de leveduras € a alta concentracdo celular, gerando elevadas
taxas de fermentacdo. A utilizacdo de células imobilizadas permite uma melhor
produtividade da fermentacdo, viabilidade de processamento continuo, menor
custo de recuperacdo de leveduras e a facilidade em sua reutilizacado
(MARGARITIS e MERCHANT, 1984) e a protecdo do microrganismo de forcas
de cisalhamento (KOURKOUTAS, 2003).

Apesar das grandes vantagens trazidas pela utilizacdo da fermentacéo
continua com leveduras imobilizadas, essa tecnologia tem como principal
problema a alteracéo negativa ao sabor da bebida. Este método de fermentacao
tem fortes chances de causar mudancas ao produto, limitando o espaco livre da
levedura, a aprisionando em um sélido microambiente tridimensional. Uma ou
outra, ou até mesmo ambas, podem alterar caracteristicas da bebida
(ALMONACID et al., 2010).

Sendo assim, o presente projeto teve como objetivo o estudo da eficacia
da fermentacdo descontinua de uma cerveja ale utilizando leveduras
Sccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato de célcio, avaliando
importantes parametros para a compreensdo do processo, a viabilidade da
célula encapsulada para a reutilizacdo do microrganismo em diferentes ciclos e

o comportamento da fermentacédo em ampliacédo de escala.

2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Sabe-se que o processo de producéo de cerveja tem como etapa mais
longa e critica a fermentacao, sendo também uma das mais importantes, pois é
nesta fase que muitos compostos sdo formados para caracterizar
sensorialmente a bebida, além de gerar alcool etilico potavel e gas carbbnico.
Alinhado a isso, o crescimento do consumo de cerveja nos ultimos anos, vem
gerando a necessidade de otimizar o processo de fabricacdo, reduzindo o tempo
da producao e mantendo, ou até mesmo melhorando a qualidade do seu produto

em todos os aspectos.
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Fermentacdo com a utilizacdo de leveduras imobilizadas tem se
mostrado, embora ainda sendo pouco utilizado nas industrias, uma 6tima opcao
para o aumento da produtividade no processo. O uso de leveduras imobilizadas
para a producdo de cerveja pode gerar a reducdo do tempo de fermentacéo,
tendo em vista a alta concentracdo de biomassa, além de se apresentar como
um insumo de facil manejo, facilitando até mesmo a etapa de filtracao, ja que
pode gerar pouco ou praticamente nenhum residuo.

Apesar dos estudos com leveduras imobilizadas em fermentacéo
continua, ainda sao escassas informacdo sobre o seu uso em processo
fermentativo descontinuo. Desta forma, alguns questionamentos precisam ser
respondidos: Como se dara o comportamento do processo fermentativo de forma
descontinua? Quantos ciclos de fermentacdo podem ser realizados com a
reutilizacédo das leveduras imobilizadas sem que ocorra a alteracdo da qualidade
do produto? E gerado algum tipo de alterac&o sensorial ao produto? Se sim, qual
o0 motivo? De que forma a imobilizacdo em alginato de calcio pode interferir na
fermentacao?

Hipotese: A fermentacdo com leveduras imobilizadas em um sistema
descontinuo facilitard o armazenamento e reuso das leveduras. Diminuird o
tempo de fermentacédo em decorréncia da alta densidade de microrganismo nas

esferas, sem alterar o perfil cinético de fermentacao.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. CERVEJA

Dentre as bebidas fermentadas alcodlicas consumidas no mundo, a
cerveja € uma das mais populares, estando presente na cultura de diversos
povos, sendo consumida em vérias ocasioes.

Alguns estudos acreditam que o0 surgimento da cerveja ocorreu
ocasionalmente e por conter basicamente os mesmos ingredientes que o pao,
existe uma grande relacdo entre esses dois alimentos, que em determinada
época de muitas civilizagbes, faziam parte da cultura e da alimentacdo desses
povos (SILVA et al., 2016). Historicamente, estima-se que a producao de cerveja
seja originaria da regido da Mesopotamia, no qual a cevada crescia
selvagemente, sendo chamada pelos sumérios de sikaru, de acordo com

inscritos encontrados em ruinas na regido que antes era a Mesopotamia
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(OETTERER; ALCARDE, 2006; DRAGONE; OLIVEIRA, SILVA; ALMEIDA,
SILVA, 2016). Segundo algumas evidéncias, na Babildénia em 6.000 a.C. eram
produzidas cervejas com cevada maltada. N&o apenas os babilbnios, mas outros
povos produziam e consumiam cerveja como no Egito, onde era utilizada em
rituais religiosos, sendo distribuida ao povo (DRAGONE; OLIVEIRA, SILVA,;
ALMEIDA E SILVA, 2016), por gregos e romanos durante 0 seu apogeu e povos
barbaros que ocuparam a Europa durante o império romano (AQUARONE et al.,
2001).

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 65, de 10 de dezembro de 2019,
“Cerveja € a bebida resultante da fermentacao, a partir da levedura cervejeira,
do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a
um processo de cocc¢ao adicionado de lUpulo ou extrato de lUpulo, hipétese em
gue uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida
parcialmente por adjunto cervejeiro”. A legislagéo brasileira ainda permite a
utilizagdo de adjuntos, podendo ser a cevada ndo maltada e outros cereais
maltados ou ndo, além de mel e ingredientes de origem vegetal, fontes de amido
e de acucares (OETTERER; ALCARDE, 2006; BRASIL, 2019). Esses cereais
sdo capazes de substituir parcialmente o malte ou complementa-lo, porém o seu
volume ndo pode ser superior a 45% do extrato primitivo, enquanto que o
carboidrato vegetal e o mel utilizado ndo podem ser superior a 25% do extrato
primitivo (BRASIL, 2019).

O uso de adjuntos € uma pratica muito comum na indUstria cervejeira,
sendo uma alternativa para reducdo de custos, uma vez que proporciona um
extrato mais barato em relacdo ao malte (HOUGH, 1991). Além disso,
contribuem com caracteristicas organolépticas da bebida, dependendo da fonte
do adjunto (DRAGONE; OLIVEIRA, SILVA; ALMEIDA, SILVA, 2016).

Em questdes nutricionais, a cerveja apresenta importantes compostos
como vitaminas do complexo B, polifendis, fosfatos, acidos organicos, acidos
nucleicos, sendo também uma auténtica fonte de fibras solluveis e nutrientes,
tornando-se um alimento compativel com uma alimentacdo equilibrada. A
levedura, utilizada na etapa de fermentacado, propicia aumento da defesa do
organismo, regula a funcao intestinal e melhora a textura da pele, cabelo e unhas
(ALMEIDA, SILVA, 2005).
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3.1.0. Mercado cervejeiro

De acordo com a Associagdo Brasileira da Industria da Cerveja, o setor
cervejeiro é um dos mais tradicionais no Brasil. Este setor, criado em 1853, faz
parte de uma ampla cadeia no pais que vai do agronegocio ao pequeno varejo,
atravessando mercados de embalagens, logistica, maquinario e construcao civil,
empregando ao longo dessa cadeia mais de 2,2 milhGes de pessoas, 0 que
representa 2,3% da populagdo economicamente ativa no pais. A distribuicdo da
producado de cerveja no Brasil mostra que o sudeste detém mais da metade da
parcela de producdo (53,8%), seguida pelo nordeste (23,2%), sul (12,3%),
centro-oeste (8,3%) e norte (2,4%) (CervBrasil, 2016).

Dados referentes a 2016, mostram que essa cadeia produtiva ao qual o
setor cervejeiro esté inserido foi responsavel por 1,6% do PIB e 14% da industria
de transformacao nacional, com uma producédo de 14 bilhdes de litro por ano
(CervBrasil, 2016).

Ao final do ano de 2017, o Brasil registrou um total de 679 cervejarias
legalmente instaladas no pais. Esse numero reafirma a tendéncia de
crescimento do numero de estabelecimentos e consequentemente de seus
produtos, j& prevista em anos anteriores (Figura 1) (MULLER; MARCUSSO,
2017).

Figura 1 — Total de cervejarias por ano no Brasil

800
700
600
500

400

300

200 ||

100 || |\ ‘\
Ollllllllll

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Fonte: MULLER; MARCUSSO, 2017

Segundo dados da CervBrasil (2016), o Brasil se posiciona como um dos
trés maiores produtores de cerveja do mundo com producédo de 14 bilhdes de
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litros por més, ficando atras da China, produzindo 48,6 bilhdes de litros ao ano,
dos Estados Unidos (22,5 bilhdes de litros/ano). Os brasileiros estdo presentes
no grupo dos trinta maiores consumidores de cerveja do mundo, resultando em
um consumo meédio de 62 litros por pessoa/ano com um forte potencial de

crescimento.

3.2. FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo, um dos processos mais conhecidos e antigos da
humanidade, foi durante muitos anos atribuida a preservacédo de alimentos e
bebidas. Porém, a pouco mais de um século, Pasteur demonstrou que a
fermentacdo ocorria através da acdo de microrganismos com a auséncia de
oxigénio. S6 em 1850, Pasteur concluiu que essa reacao tinha como principio a
transformacdo de acucar em etanol, causado por células vivas, as leveduras.
Com o avanco da ciéncia, a fermentacdo passou a ser considerada como uma
tecnologia fundamental e vital, como um dos importantes pilares da biotecnologia
moderna, buscando-se novas tecnologias capazes de obter produtos com valor
econdmico agregado (PANTOJA, 2006).

O processo de fermentacdo ocorre em biorreatores, reatores
bioguimicos ou reatores bioldgicos, que sao reatores quimicos em que ocorre
diversificadas reacdes quimicas catalisadas por “biocatalisadores”, podendo ser
enzimas ou células vivas. Dessa forma, os biorreatores que operam sem a
presenca de células vivas sdo denominados de “reatores enzimaticos”, enquanto
biorreatores séo aqueles em que as reag0es sao realizadas com a presenca de
células vivas. Os reatores que operam com células vivas mais difundidos e
amplamente conhecidos, sdo aqueles que utilizam microrganismos, e que vem
sendo empregados desde a década de 1940 em processos industrias na
elaboracao de diversos produtos, como enzimas, antibioticos, vitaminas, acidos
organicos, solventes, ou ainda no tratamento de residuos organicos
(SCHMIDELL, FACCIOTTI, 2001).

O biorreator deve proporcionar um ambiente controlado, permitindo o
crescimento eficiente das células para a obtencéo do produto de interesse. Para
o desempenho satisfatério do processo, alguns pontos devem ser bem definidos,
como matéria-prima e biocatalisador, configuragdo do biocatalisador (livre ou

imobilizado), conhecimento do metabolismo e atividades microbianas,



23

guantidade e caracteristicas do produto e subprodutos, como também o balanco
de massa e energia do sistema (FOGLER, 2012).

Existem diversas formas de se conduzir um reator bioldgico,
dependendo das caracteristicas particulares de cada microrganismo, o meio de
cultivo e dos objetivos especificos do processo que sera executado. De uma
maneira geral, as formas de atuagdo de um biorreator podem ser: descontinuo,
semicontinuo, descontinuo alimentado ou continuo (SCHMIDELL e FACCIOTTI,
2001).

Tratando da fermentacao de forma bioquimica, ela é caracterizada pela
transformacdo de aclucar em etanol e diéxido de carbono em condicbes
anaerébias. Com a metabolizacdo do acglcar, é gerada uma fonte de energia, o
trifosfato de adenosina (ATP), sendo empregado em processos metabdlicos da
célula, necesséarios para manutencdo da vida, crescimento e multiplicacdo
(BRUICE, 2006). Durante o processo de transformacao do agucar em etanol e
CO:2 ocorrem 12 reacdes em sequencias ordenadas, catalisadas por enzimas
especificas, presentes no citoplasma celular, no qual é processado a

fermentacao alcodlica, pela via glicolitica (Figura 2).

Figura 2 — Converséo de glicose em etanol
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Ao metabolizar duas moléculas de glicose, sado geradas duas moléculas
de piruvato. A coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) existente na
parede e no interior da célula, atua no processo de oxidacdo, sendo o NAD+,
sua forma oxidada e transformada em NADH (forma reduzida), gerando energia
ao produzir duas moléculas de ATP. Com a auséncia de oxigénio e pela acdo da

enzima piruvato descarboxilase, o piruvato é descarboxilado, fornecendo
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acetaldeido, este por sua vez é reduzido pelo NADH a etanol, pela enzima alcool
desidrogenase, desprendendo CO2 (NELSON e COX, 2000; STECKELBERG,
2001).

A equacao de Gay-Lussac (Equacdo 1) representa bem a reacdo de

fermentacao alcodlica:

CeH1206 > 2C2HsOH + 2CO:2 (Equacéo 1)

A equacao demonstra que a utilizacdo de um mol de glicose gera dois
mols etanol e dois mols de CO2. Além disso, também é gerado 57kcal de energia.

Teoricamente, o rendimento de producéo seria de 0,511 g de etanol
gerado a cada 1 g de glicose consumida, porém, esse rendimento nao é real,
visto que parte da glicose é transformada em outros subprodutos, como alcoois
superiores, glicerois, aldeidos, ésteres. De acordo com Boulton et al. (1999), em
um modelo de fermentacao iniciado com cerca de 22 a 24°brix, 95% do acucar
€ convertido em etanol e CO2, 1% em material celular e o restante (4%) é
transformado em outros subprodutos. O rendimento estequiométrico em escala
industrial pode atingir até 96%, porém, se ocorrer contaminacdo esse valor
diminui (LIMA et al., 2001).

A formacdo de A&lcoois superiores advém do metabolismo de
aminoacidos ou agucares durante o processo da fermentacdo. O subproduto
glicerol, considerado um dos produtos secundarios mais importantes, é formado
por meio da reducao do fosfato dehidroxicetona. O acetaldeido, € um composto
intermediario do processo de fermentagéo, porém, sua maior parte € reduzido a
etanol. Esteres s&o gerados por reacdes entre alcoois, acetilcoenzima A (acetil-
CoA) e etanol. Esse subproduto também pode ser formado por simples reacées
guimicas catalisadas por ions de hidrogénio, capazes de favorecer o equilibrio
entre acido e alcool (MAMEDE e PASTORE, 2004). Uma parte da energia
produzida durante a fermentacéo é perdida em forma de calor. Em geral, ha um
aumento de 1,3°C na temperatura para cada °brix consumido por litro. Alguns
fatores como pH, temperatura, pressao, concentracdo de substrato e produto
interferem diretamente nos parametros cinéticos da fermentacédo relacionados
ao crescimento celular, consumo de substrato e geracdo de produto.
(BOULTON, 1999).
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O desenvolvimento do processo de fermentacao alcoodlica em escala

industrial pode ser dividido em quatro diferentes etapas (Figura 3).

Figura 3 — Curva de crescimento celular
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A fase lag ou fase de adaptacéo é a etapa no qual ocorre a multiplicacado
intensa das células, com um alto consumo de agucar e baixo desprendimento de
gas carbonico, garantindo uma alta concentracdo de células viaveis. A fase
exponencial, também chamada de tumultuosa, é considerada a etapa principal
no qual ocorre a intensa producdo de etanol e desprendimento de COzq,
caracterizado pela intensa formacao de espuma e aumento da acidez. A proxima
etapa, a fase estacionaria e de decaimento apresenta a diminui¢do da atividade
fermentativa pelo esgotamento de substrato e maior concentracdo de
subprodutos, caracterizada pela menor liberacdo de CO2 e menor temperatura
(CARVALHO e SATO, 2001).

3.2.0. Processo Descontinuo

O sistema de operacdo descontinuo vem sendo utilizado pelo homem
desde a antiguidade, e até hoje € o mais empregada para a obtencéo de varios
produtos fermentados, sendo conhecidos também como fermentagbes em
batelada ou processo descontinuo de fermentacdo (CARVALHO e SATO, 2001).

Essa operacdo € importante para a compreensao de dados de cinética
do processo fermentativo (SCHIMIDELL & FACCIOTTI, 2001).

O processamento desse sistema € caracterizado inicialmente pela

esterilizagdo da solugdo nutriente no proprio fermentador, sendo inoculada com
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microrganismos e incubada, garantindo condi¢cdes 6Otimas para a fermentacao.
No decorrer do bioprocesso nada é adicionado, com excec¢do do oxigénio,
quando se tratar de um processo aerébico, antiespumante, e acido ou base para
o controle do pH. Com o término da fermentacéo, o fermentador € descarregado
e 0 meio fermentado recebe tratamentos finais. Em seguida, o fermentador &
higienizado, esterilizado, para entdo ser recarregado com novo mosto e inéculo
(CARVALHO e SATO, 2001).

O processo descontinuo apresenta algumas vantagens, como a
assepsia do processo, diminuindo os riscos de contaminacéo, flexibilidade de
operacéo, devido ao fato de poder utilizar os fermentadores para a fabricacéo de
diferentes produtos e melhor condicdo de controle com relacdo a estabilidade
genética do microrganismo. Além disso, tem a capacidade de identificar todos
0s materiais relacionados quando se esta desempenhando um determinado lote
de produto. Algum dos alimentos e bebidas conduzidos por esse processo séo
iogurte, cerveja, vinho, chucrute, picles, entre outros. Porém, a operacdo
descontinua apresenta algumas desvantagens, como 0s baixos rendimentos e
produtividades devido a maior possibilidade de inibicdo por substrato e produto
e o tempo de duracdo de cada etapa do processo, descarga, lavagem,
esterilizacdo e nova carga do biorreator, para uma nova fermentacao
(CARVALHO e SATO, 2001).

3.3.LEVEDURA - Saccharomyces cerevisiae

Leveduras sdo microrganismos eucariéticos (Figura 4), constituidos por
uma unica célula de formato esférico ou oval, formando uma das classes mais
importantes dos fungos com diametro entre dois e oito micrometros (SANTANA,
CORDEIRO e RIBEIRO, 2008). Sua reproducao ocorre por fissédo ou gemulacao
da célula-mé&e, quando o broto atinge o tamanho da célula mae (ORTIZ, 2015).
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Figura 4 — Estrutura celular da levedura
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A parede celular é rigida em células adultas, porém flexiveis quando
jovens, tendo em sua composi¢cao predominantemente hidratos de carbono e um
menor teor de proteinas (STECKELBERG, 2001). Quimicamente, as leveduras
contém 40-50% de proteina, 4-10% de acido nucleico e 1-6% de lipideos, sendo
estas porcentagens em massa seca (ORTIZ, 2015).

Grande parte das leveduras sobrevivem em meios com alto teor de
acucares, sendo seres independentes, que realizam a fermentacdo no intuito de
gerar energia para 0 seu metabolismo e assim poder sobreviver (SANTANA,
CORDEIRO e RIBEIRO, 2008). De acordo com Carvalho e Sato (2001), as
leveduras s&o capazes de utilizar variadas alternativas de fonte de carbono para
a sua manutencado e reproducdo, como glicose, sacarose, frutose, glicerol e
sorbitol.

Quando o metabolismo é completamente aerdbio, cerca de 50 a 55% da
fonte de carbono é convertido em células. Em caso anaerobio, apenas 10% do
carbono do substrato é convertido em células (ORTIZ, 2015).

No processo de fermentacdo alcodlica, as leveduras amplamente
utilizadas sao espécies do género Sccharomyces sendo uma das principais a
Sccharomyces cerevisiae, considerado um dos biocatalisadores mais versateis
e de baixo custo (DUARTE, 2013; SANTANA, CORDEIRO e RIBEIRO, 2008).
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Essas leveduras sao preferencialmente utilizadas na sua forma integra,
ao invés de enzimas isoladas, evitando a necessidade de reciclar o cofator, etapa
necesséria ao se usar uma enzima pura (CARVALHO e SATO, 2001). Sua forma
integra dispbe de uma grande variedade de atividades enzimaticas,
possibilitando uma baixa seletividade no processo biocatalitico, causada pela
acao simultanea de varias enzimas ao mesmo tempo, que apresentam diferentes
perfis cinéticos e velocidades de conversdo para um mesmo substrato
(GALANAKIS, 2012).

3.4. IMOBILIZAQAO DE LEVEDURAS

A técnica de imobilizacédo de leveduras consiste em confinar fisicamente
células em um espaco restrito, impedindo a liberdade de seus movimentos de
forma a conservar suas atividades bioldgicas em operagdes continuas ou
descontinuas (MORENO-GARCIA et al., 2018; COVIZZI et al., 2007).

A imobilizagédo permite a¢gBes naturais da célula durante o seu processo
de crescimento em superficies ou dentro de estruturas naturais (KOURKOUTAS
et al., 2004). De forma natural, as células sdo imobilizadas por adesdo em
superficies. Além disso, ocorrem floculagdo em bioprocessos industriais,
formacao de pellets e a fixacao superficial, que também sado consideradas formas
de imobilizacéo (ES, VIEIRA, AMARAL, 2015).

O processo de imobilizacdo causa o aumento da densidade celular,
aumentando e mantendo certos metabdlitos, como os aromaticos, melhora o
controle e estabilidade a longo prazo das células, permite a regeneracao e
reutilizacdo do biocatalizador, além de proteger as células contra forcas de
cisalhamento, ja que existe um material de suporte adicional para fornecer
protecdo. Essa técnica permite que as células sejam utilizadas de forma repetida
e continua, mantendo a alta densidade celular ao longo do processo, causando
a reducéo de seu custo (MORENO-GARCIA et al., 2018; ES, VIEIRA, AMARAL,
2015).

A redugdo do tempo e o volume final de producdo s&o fatores
importantes que caracterizam o aumento da produtividade na industria, pois
alteram o custo final do processo. Sendo assim, indastrias buscam cada vez
mais investir em projetos inovadores para uma maior eficiéncia de producéo, que

resultem em produtos de alta qualidade, com custo e tempo de processo
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reduzidos (ES, VIEIRA, AMARAL, 2015). Bioprocesso industrial sempre €
catalisado por um biocatalizador especifico, com isso, a recuperacado desses
biocatalizadores e sua estabilidade operacional durante o processo € crucial
para a reducdo de custos e maior eficiéncia. A imobilizagdo vem mostrando ser
uma técnica inovadora, cada vez mais estudada, capaz de suprir necessidades
industriais para uma maior produtividade. Esse sistema permite a recuperacao
de biocatalizadores para a sua reutilizagdo, melhora a estabilidade, seletividade
e atividade das moléculas, além disso, elimina etapas de separacdo e
purificacdo. Tem atuado em diversos setores industriais como alimenticio,
tratamento de aguas residuais, téxtil, alcooleiro, biomédico, entre outros (ES,
VIEIRA, AMARAL, 2015).

As técnicas de adsorcao, aprisionamento em gel e ligacdo covalente sdo
0s métodos mais utilizados para imobilizacdo em bioprocessos, no qual, para o
processamento de alimentos a técnica mais Util € a de aprisionamento utilizando-
se polimeros naturais como alginato, carragenina, quitosana e pectina. Esses
polissacarideos apresentam algumas vantagens tornando os bastante utilizados,
gracas a sua alta biocompatibilidade, baixo custo, ndo téxicos, além de oferecer
técnicas versateis para a preparacao de biocatalisadores (KOSSEVA, 2011).

A imobilizacao celular tem se mostrado cada vez mais como uma técnica
com vantagens significantes. Quando comparada a células livres agindo em
bioprocessos, apresentam vantagens como a maior densidade celular por
volume de reator, maior facilidade na etapa de separacédo do meio de reacéao,
menor inibicdo por produto, menor tempo de reacdo (OLIVEIRA et al., 2011) e
reducao da fase lag (Duarte et al., 2013). Taskin et al. (2016) realizou um estudo
no qual produziu lipase através de levedura livre e imobilizada utilizando 6leo
residual como substrato. Ao final do experimento, puderam concluir que as
células imobilizadas foram mais favoraveis para a producao de lipase do que as
células livres, além disso, foi observado que poderiam ser reutilizadas dez ciclos
sucessivos sem perdas significativas na atividade da lipase.

A técnica de imobilizagdo vem sendo comumente utilizada em processos
de fermentacdo (AZHAR et al., 2017) como na producao de vinho (GIANLUCA
et al., 2016; NEVE, PANTOJA E SANTOS, 2014), cidra (NEDOVIC et al., 2000;
NIKOLAOU et al., 2017), hidromel (PEREIRA et al., 2014; SROKA et al., 2016),
vinhos de fruta (DJORDJEVIC et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011), bioetanol
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(KIM et al., 2014) e cerveja (NAYDENOVA et al., 2014; NAYDENOVA et al.,
2013).

O setor cervejeiro € uma das areas com maior tradicdo no processo
fermentativo. Ano apds ano, as industrias de cerveja vém buscando inovar em
sua producéo, resultando na implantacédo de sistemas de fermentacdo continua
e 0 uso de leveduras imobilizadas em seu processo, melhorando o rendimento
industrial (ES, VIEIRA, AMARAL, 2015). De acordo com Kourkoutas et al. (2004),
o sistema de imobilizacdo na industria cervejeira tem possibilitado a reducédo do
tempo de processo sem que haja uma alteracdo da qualidade do produto, com
0 aumento da densidade celular no reator, causando uma alta produtividade e
consequentemente reduzindo-se o custo.

A imobilizac&do celular também tem sido utilizada em processos para
reduzir o teor alcodlico de fermentac¢des, como mostrou um estudo realizado por
Cononico, Comitini e Ciani (2016), no qual, células imobilizadas de leveduras
nao Saccharomyces, como Starmerella bombicola, Metschnikowia pulcherrima,
Hanseniaspora osmophila e Hanseniaspora uvarum, foram utilizadas para
reduzir o teor final de &lcool presente em vinhos. Observaram resultados
positivos, no qual houve um consumo de 50% do agucar nos trés primeiros dias
sem producdo de etanol, seguindo-se a fermentacdo alcodlica com
Saccharomyces livres.

Navrétil et al. (2002) realizou um trabalho no qual utilizou cepas mutantes
imobilizadas de Saccharomyces que apresentavam defeitos na sintese de
enzimas do ciclo triacido carboxilico, para a producdo de cerveja ndo alcodlica.
O estudo mostrou que houve uma baixa formacéo de alcool ao final do processo
com valores variando entre 0,07 e 0,31%(p/p).

A imobilizac@o pode ser realizada por diferentes técnicas e a escolha
correta de qual método utilizar € fundamental, levando-se em conta o processo
ao qual sera submetido, o material utilizado e a preservagéo do biocatalizador,
como também a sua estabilidade ao longo do processo. Segundo Moreno-Garcia
et al. (2018), as técnicas de imobilizacdo de leveduras de acordo com o
mecanismo de localizacao celular, podem ser divididas de quatro formas (Figura
5): auto imobilizac&o, imobilizacdo na superficie do suporte, contencdo mecanica

limitada por uma barreira e aprisionamento em uma matriz porosa.
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Figura 5 - Técnicas de imobilizacdo de leveduras de acordo com 0 mecanismo

de localizacao celular
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Fonte: Moreno-Garcia et al. (2018) modificado

Algumas espécies de leveduras tem a capacidade de se auto
imobilizarem naturalmente. Essa acao favorece os microrganismos permitindo
uma cooperacao celular para que haja um melhor aproveitamento dos recursos
disponiveis e melhora as chances de sobrevivéncia resistindo melhor ao
estresse. Microrganismos podem realizar varias formas multicelulares de
imobilizacdo, como adesdo, formacdo de biofilmes, formacéo de filamentos e
floculacdo (MORENO-GARCIA et al., 2018).

A floculacdo celular consiste na agregacdo de organismos para a
formacdo de uma unidade maior, podendo ocorrer de forma natural, por
floculantes ou agentes reticulantes. Depende de alguns parametros como pH,
nutrientes, disponibilidade de oxigénio e composicdo da parede celular
(MORENO-GARCIA et al., 2018; GENISHEVA, TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2014;
KOURKOUTAS, 2004). Essa técnica se apresenta como uma interessante
alternativa em bioprocessos industriais por sua simplicidade e baixo custo, sendo
frequentemente aplicada na fermentac&o secundaria de espumantes (TORRESI
et al., 2011) e na producéo de cerveja (GENISHEVA, TEIXEIRA e OLIVEIRA,
2014).

Esta técnica ndo so € utilizada em processos para a obtencao de bebidas
fermentadas, como também em producéo de etanol. Em estudo realizado por
Xue et al. (2016), membranas de polidimetilsiloxano (PDMS) foram misturadas

com nanotubos de carbono (CNT) para recuperagéo de etanol produzido a partir
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da fermentacdo de leveduras auto-floculantes. Essa levedura (SPSCO01) foi
desenvolvida através da técnica de fusdo do protoplasto a partir da fissdo da
levedura floculante Schizosaccharomyces pombe e a levedura nao-floculante
Saccharomyces cerevisiae. O estudo mostrou que a mistura de PDMS com CNT
acoplado a fermentacdo de leveduras floculantes ndo s6 reduz a inibicdo
mediada por etanol das células, mas também reduz o risco de incrustacdo. Um
outro estudo realizado por Tan et al. (2015), foi demonstrada a eficiéncia da
fermentacdo continua realizada por levedura floculante Saccharomyces
cerevisiae (KF-7) para a producéo de etanol a partir de suco de beterraba.

A técnica de imobilizacdo em um suporte sélido caracteriza-se pela
fixacdo de células a um transportador por meio da adsorcéo (ligagdes ibnicas ou
forcas eletrostaticas) ou ligacdo covalente. Esse método € amplamente
empregado, por causa do baixo custo do material utilizado e a sua simplicidade
(MORENO-GARCIA et al., 2018). Porém, por ndo existir uma barreira entre o
liquido e as células, pode ocorrer o desprendimento do suporte, dependendo da
composicao da parede celular, pH e composicao iénica do meio (GENISHEVA,
TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2014). Existe uma diversidade de possibilidade de
suportes, como o uso de material celulésico (GANATSIOS et al., 2014; TANG e
LE, 2013), resinas (SCHOINA et al., 2014), pedacos de frutas, que podem
agregar caracteristicas sensoriais ao meio (MORENO-GARCIA et al., 2018).

O sistema de imobilizacdo por contencdo em barreira pode ocorrer pelo
aprisionamento das células em microcépsulas, pelo uso de filtros de membrana
microporosa ou pela imobilizacdo em uma superficie de interacdo de dois
liquidos imisciveis (KOURKOUTAS et al.,, 2004). Essa técnica é ideal para
sistemas em que € desejado uma transferéncia minima de substrato e produto
(MORENO-GARCIA et al., 2018). A concentracao celular com a utilizacdo dessa
técnica € alta, por esta razdo, € necessario que as membranas utilizadas como
barreira permitam livremente a permeabilidade aos nutrientes e produtos durante
a fermentagdo, como resistentes mecanicamente (STREHAIANO et al., 2006;
GENISHEVA, TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2014).

Imobilizagdo por aprisionamento em uma matriz porosa é caracterizada
pela incorporagéo das células a uma rede rigida, capaz de impedir a sua difuséo
no meio externo, porém, ainda permite a transferéncia de substrato e produto.

Essa técnica pode ser realizada introduzindo a célula a um material poroso, onde
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sua mobilidade é restrita com o crescimento de outras células, ou sintetizando a
matriz solida in situ ao redor das células (MORENO-GARCIA et al., 2018;
GENISHEVA, TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2014). A principal vantagem desta técnica
€ a possibilidade de transporte de compostos de baixo peso molecular em uma
matriz permeavel (GUISAN, 2006). Porém, existem algumas desvantagens,
como a liberagédo de células, quando estas se encontram na superficie externa
da matriz, para isso sdo utilizados métodos de duplas camada. Estudos
realizados por Naydenova (2013) e Naydenova (2014), mostram a eficiéncia na
utilizacdo de leveduras encapsuladas em matriz de alginato e quitosana na
producao de cerveja lager.

A imobilizacdo pode ser responsavel por algumas alteracdes que
ocorrem na célula, como a multiplicacdo, fisiologia e atividades metabdlicas.
Estudos realizados, tem demonstrado alteracées no metabolismo celular com a
imobilizagéo, alguns parametros tém sido apontados como causa dessas
alteracdes como limitagBes de transferéncia de massa por difusdo, distlrbio no
crescimento padréo, tensao superficial e efeitos de pressdo osmotica, reducao
da atividade de &gua, mudancas na morfologia celular e alteracdo da
permeabilidade da membrana. (KOURKOUTAS et al., 2004). Estudos
comparativos sobre células imobilizadas e livres relatam os efeitos sobre o
metabolismo energético da levedura, aumento de polissacarideos de
armazenamento, taxas de crescimento, aumento da absorcédo de substrato e
rendimento, menor producdo de subprodutos da fermentag&o, maiores valores
de pH intracelular, aumento da tolerancia contra compostos inibitérios e toxicos
e aumento da atividade da invertase (NORTONAND D'AMORE, 1994).

3.4.1. Alginato

A escolha do suporte para o processo de imobilizacdo € de grande
importancia, devendo ser considerado a sua aceitagdo pelo consumidor e o
processo e as condi¢cdes ao qual sera submetido (GENISHEVA, TEIXEIRA e
OLIVEIRA, 2014). O material utilizado para o suporte, deve ter a capacidade de
retencdo de uma alta carga celular e apresentar uma estabilidade mecanica e
guimica para evitar possiveis danos a matriz ao longo do processo. Além disso,
o material deve permitir a facilidade de separagédo das células imobilizadas do
meio (ES, VIEIRA, AMARAL, 2015). O suporte pode ser usado em sua forma
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natural ou submetidos a tratamentos que possam modificar sua superficie em
contato com a biomassa (GENISHEVA et al., 2011).

Suportes naturais apresentam baixissimo custo, sendo utilizados com o
minimo ou nenhum pré-tratamento, como o bagaco do malte, pedacos de frutas,
madeira e/ou serragem. Diversos materiais inorganicos podem ser utilizados
como suporte de imobilizagéo, como ceramicas e vidro poroso, poliuretano, entre
outros, no processo de fermentacdo. Porém, podem apresentar significativas
mudang¢as no metabolismo e na viabilidade celular (MORENO-GARCIA et al.,
2018).

Polimeros naturais ou sintéticos tem sido bastante utilizado no processo
de imobilizacdo por sua alta capacidade de formacdo de gel em condi¢des
adversas, além de formar cépsulas esféricas, protegendo as células de
contaminantes e substancias inibidoras, ao mesmo tempo que favorece o
consumo de substrato e melhora a estabilidade (NEDOVIC et al., 2010). Os
polimeros naturais sdo originarios de fontes renovaveis tais como alga, plantas,
estirpes microbianas selecionadas, sendo considerados mais economicamente
rentaveis do que os polimeros sintéticos (COVIELLO et al., 2007). Os mais
usados para imobilizacdo sdo os compostos de alginatos, celulose, carragenina,
agar, acido péctico e quitosana (MORENO-GARCIA et al., 2018).

Um dos polimeros mais utilizados para a aplicacdo de imobilizacao
celular € o alginato, pois a sua geleificacdo ocorre em condicbes brandas
utilizando reagentes biocompativeis a temperatura ambiente. Além disso,
permite a difusdo de moléculas metabdlicas através dos poros do hidrogel (SIMO
et al., 2017). Esse polissacarideo pode ser extraido de algas marinhas marrons
(Figura 6) ou produzidas por bactérias, como Azotobacter vinelandii e vérias
espécies de Pseudomonas (GENISHEVA, TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2014; DE
VOS et al., 2014).
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Figura 6 — Algas marrons

Fonte: http://www.biologia.seed.pr.gov.br

Alginato é um heteropolissacarideo linear formado pela ligacdo da
cadeia acido 1,4 B-D-manurdnico (M) e o acido a-L-gulurénico (G) em diferente
composicao e sequéncia (Figura 7). A concentracdo do grupo M e G ir4 depender
da fonte da alga utilizada para a extracao do alginato (DE VOS et al., 2014).

Figura 7 — Estrutura do alginato
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Fonte: DE VOS et al., 2014

Em presenca de cation bivalente em solu¢éo aquosa, o alginato de sédio
forma géis. O gel ocorre pela ligagdo ibnica cruzada do grupo carboxilico
carregado negativamente do alginato com ions metdlicos bivalentes, como Ca?*
e Ba?* (GULREZ, AL-ASSAF, & PHILLIPS, 2011). A ligacdo de quatro grupos G
originarios de duas diferentes cadeias a um cation € descrito como “modelo caixa
de ovo” (SIMO et al., 2017) (Figura 8).


http://www.biologia.seed.pr.gov.br/
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Figura 8 — Interac&o entre os monémeros G do alginato e o cation bivalente no

“modelo caixa de ovo”
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Fonte: PISTONE et al. (2015)

A distribuicéo e as propor¢des dos monémeros M e G ao longo da cadeia
de alginato determinam as propriedades mecanicas, de intumescimento e
difusdo do hidrogel. Alginato com alto teor de gulurénico forma géis mais rigidos,
enquanto o polissacarideo formado com maior concentracdo de manurdnico
tende a formar géis mais flexiveis (DE VOS et al., 2014, SIMO et al., 2017). Essa
diferenca das caracteristicas do gel de acordo com a concentracdo dos
mondmeros pode ser explicado pela alta afinidade do acido gulurénico com ions
bivalentes (DE VOS et al., 2014). A afinidade dos monémeros do alginato por
diferentes ions bivalentes segue a ordem: Pb?* > Cu?* > Cd?* > Ba?* > Sr?* >
Ca?* > Co?* > Ni?* > Zn?* > Mn?* (MORCH et al., 2006). Géis mais estaveis
podem ser formados com ions Ba?*, Pb?*, Sr?* ou Cu?*, pois apresentam maior
afinidade com o grupo carboxilico do alginato, porém, apresentam um potencial
efeito toxico (SIMO et al., 2017). Na formac&o do gel com ijons de Ca?* (Figura
9), ocorre a ligagdo ibnica cruzada dos polimeros devido a troca dos ions de

sédio por cétions bivalentes de calcio.
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Figura 9 — Formacéao de gel de alginato de calcio
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Fonte: SANTANA, CORDEIRO e RIBEIRO, 2008

Apesar da frequente utilizacdo do alginato para processo de
imobilizacéo, esse polissacarideo apresenta algumas desvantagens. A presenca
de agentes quelantes, como citrato, fosfato e lactato, ou cations anti gelificantes,
sdo capazes de causar a desestabilidade mecéanica ou até mesmo a liquefacao
do gel (CHING, BANSAL, e BHANDARI, 2015). Além disso, 0 crescimento
celular, que também gera o acumulo de gas, afeta as propriedades mecanicas
das capsulas (YU, ZHANG, e TAN, 2007).

3.4.2. AlteragOes Sensoriais

Cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais apreciadas no mundo, no
qual possui uma complexidade de aromas e sabores resultantes das etapas de
sua producdo. Porém, grande parte dos compostos que contribuem para a
caracterizacdo e equilibrio sensorial da bebida, advém da fermentacdo, sendo
gerados como substancias intermediarias de reacdes metabdlicas ou
subprodutos da levedura (PIRES et al., 2014), sendo tdo ou mais importante do
que a eficiéncia da fermentacéo e o seu rendimento (DJORDJEVIC, 2017).

De acordo com Pires et al. (2014), dentre os compostos gerados pelas
leveduras no processo fermentativo da cerveja, os alcoois superiores, 0s ésteres
e as dicetonas vicinais sdo os principais elementos que determinam a qualidade
final da bebida. A concentragdo destes subprodutos esta diretamente ligada a
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escolha da levedura, fatores nutricionais e as condicdes ambientais da
fermentacdo (BUGLASS, 2010).

Apesar dos beneficios gerados com a imobilizacdo celular em
fermentacdes alcodlicas, esta técnica pode alterar a morfologia da levedura, seu
crescimento e fisiologia em relacéo a célula livre influenciando na formacéo de
bioflavors durante a fermentacdo (NEDOVIC et al., 2015), capaz de causar
desequilibrio ao sabor do produto dificultando na permanéncia do carater
tradicional. Além dessas possiveis alteracfes a célula, a matriz solida de
imobilizagéo pode interferir no perfil do sabor (DJORDJEVIC et al., 2016).

A técnica de imobilizacdo pode reduzir a atividade de determinadas
enzimas e o conteudo de ATP em relacdo a células livres, no qual essas
alteracdes fisiologicas modificam a atividade metabdlica, fazendo com que a
concentracdo dos principais compostos aromaticos seja alterada quando
comparadas a fermentacdes com células livres (NEDOVIC et al., 2015).

Fermentacdes com leveduras imobilizadas podem causar a diminuicao
ou aumento da concentracdo de alcoois superiores quando comparada com
leveduras livres (DJORDJEVIC et. al.,, 2016), maior producdo de ésteres
(PEREIRA et. al., 2014; DJORDJEVIC et al., 2015; NAYDENOVA et al., 2013 ;
ALMONACID et al., 2012), alteracbes da concentracdo de aldeido
(NAYDENOVA et al.,, 2013, NEYDENOVA et al.,, 2014; DJORDJEVIC et al.,
2015), maior producdo de compostos volateis (PEREIRA et al., 2014;
ALMONACID et al., 2012), porém, de compostos indesejaveis também
(PEREIRA et al., 2014).

O aumento da concentracdo de éster pode ser atribuido ao processo de
imobilizacdo celular por induzir a limitacdo de transferéncia de massa do
oxigénio, diminuindo o crescimento celular, assim ocorre uma inibicdo da
biossintese de &cidos graxos, resultando no acumulo de acetil-CoA, que junto
com altos niveis de etanol no sistema imobilizado, contribui na formacédo de
ésteres (SHEN et al., 2018; PIRES et al., 2014). Justo oposto ao observado por
Nedovic et al. (2015), o aumento da aeracao ou oxigenacao resulta em baixas
concentracdes de ésteres.

A limitacdo do crescimento celular causado pela barreira de
imobilizagdo, também pode causar alteracbes na producdo de 4&lcoois

superiores. A diminuicdo da concentracdo destes compostos esta ligada a baixa
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remocado de nitrogénio utilizados para reacdo anabdlica de formacdo de
aminoécidos, consequentemente causando baixos niveis de alcoois superiores
(NEDOVIC et al., 2003; WALKER & STEWART, 2016; PIRES et al., 2014). De
acordo com DJORDJEVIC et al. (2016), a limitacéo de transferéncia de massa
de aminoacidos também pode causar a diminuicdo da sintese de alcoois
superiores.

O processo de maturagcdo ou fermentacdo secundaria tem como
principal objetivo a reducdo de sub compostos, principalmente o diacetil, mas
também compostos sulfonados e outros volateis a baixa temperatura (NEDOVIC
et al., 2015).

O composto diacetil é considerado um composto indesejado em termos
de sabor, pois atribui caracteristicas amanteigadas a bebida (PIRES et al., 2014;
SHIBAMOTO, 2014), sendo formado pelo processo de descarboxilagdo oxidativa
extracelular de 2-acetolactato e posteriormente reduzido pelas leveduras a
acetoina e 2,3-butanodiol, processo no qual € iniciado no final da fermentacao
primaria e continua ao longo da maturacdo (KROGERUS & GIBSON, 2013;
NEDOVIC et al., 2015).

Durante a etapa da fermentacdo secundaria, a redu¢do do composto
diacetil ocorre rapidamente com leveduras imobilizadas, porém, a oxidacao de
2-acetolactato, composto excretado pela levedura na producdo de valina e
leucina durante metabolismo, para a formacédo de diacetil (reacdo nao
enzimatica) € muito lenta (NEDOVIC et al., 2015), podendo ser justificada pela
limitacdo da transferéncia de oxigénio na barreira de imobilizagao.

Assim como o gosto, a técnica de imobilizacdo pode causar mudancas
ao odor da bebida, tendo em vista que importantes compostos volateis que
influenciam a cerveja sensorialmente sdo alterados. Ao realizar analise de
determinacao dos valores de atividade de odor (OAVs) em fermentacao de duas
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae livre e imobilizada em alginato e
alginato/quitosana na producéo de hidromel, Pereira et al. (2014) observaram
que as fermentacbes com leveduras imobilizadas eram mais arométicas, além
disso, compostos indesejados como acetato de etila, acido octanoico e acido
hexanoico também apresentaram maiores concentragdes. Caso semelhante
também pode ser visto em estudo de Almonacid et al. (2012), que ao analisarem

a concentracdo de compostos organicos volateis, foram detectados por meio de
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GC/MS seis compostos (acetato de hexila, acido caprilico, acetato de octila,
nanoato de etila, hexanoato de etila e cariofileno) a mais nas amostras de

fermentacdo com leveduras imobilizadas.
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Capacidade fermentativa da Saccharomyces cerevisiae imobilizada em
alginato de célcio para producdo de cerveja

RESUMO
Dentre as etapas de producéo cervejeira, a fermentacdo é uma fase de extrema

importancia, pois nela ocorre a formacéo do &lcool e gas carbbnico, principais
produtos da cerveja, o alcool e gas carbodnico, além de compostos, desejados ou
ndo, responsaveis pelas caracteristicas sensoriais da bebida. O uso de
leveduras imobilizadas surge como alternativa para reduzir o tempo de processo,
devido a alta concentracdo de biomassa nas capsulas, como também facilitar o
armazenamento e o reuso das leveduras. Nesse ambito, o presente trabalho
visou avaliar o processo de fermentacdo de uma cerveja puro malte em um
sistema descontinuo utilizando leveduras Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em uma matriz porosa de alginato de célcio. Para avaliar o
comportamento da fermentacdo e sua eficicia foi analisado a producdo de
alcool, o consumo de substrato, o crescimento celular e a viabilidade do
microrganismo ao longo do processo, como também as caracteristicas
sensoriais do produto. O estudo indicou uma similaridade entre os perfis
cinéticos da fermentacdo em volume de 20ml e de 20L, no qual apresentaram
um rendimento de 85,7% e 83,9%, respectivamente. Os biocatalizadores foram
reutilizados em 4 fermentacfes descontinuas, apresentando ao final da ultima
fermentacdo, rendimento de 87,79%. A avaliacdo sensorial, demonstrou a
existéncia de uma diferenca significativa entre as amostras com leveduras livres
e imobilizadas.

Palavras-chaves: Fermentacdo, Cerveja, Imobilizacdo, Saccharomyces
cerevisiae, Alginato
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Fermentative capacity of Saccharomyces cerevisiae immobilized in
calcium alginate for beer production

ABSTRACT

Among the stages of beer production, fermentation is an extremely important
phase, because it occurs the formation of the main products of beer, alcohol and
carbon dioxide, besides generating compounds, desired or not, responsible for
sensorial characterizing the beverage. The immobilization technique has been
widely used in various industrial, pharmaceutical, cosmetic and food segments.
This technique appears as an alternative to reduce the process time due to the
high concentration of biomass in the capsules, as well as to facilitate the storage
and reuse of yeast. In this context, the present work aimed to evaluate the
fermentation process of a pure malt beer in a discontinuous system using
Saccharomyces cerevisiae yeasts immobilized in a porous matrix of calcium
alginate. To evaluate the fermentation behavior and its effectiveness, the alcohol
production, the substrate consumption, the cell growth and the viability of the
microorganism along the process were analyzed, as well as the sensory
characteristics of the final product. The study indicated a similarity between the
20ml and 20L volume fermentation kinetic profiles, in which they presented a yield
of 85.7% and 83.9%, respectively. The biocatalysts were reused in 4
discontinuous fermentations, with 87.79% vyield at the end of the last
fermentation. The sensory evaluation demonstrated the existence of a significant
difference between the samples with free and immobilized yeast.

Key-words: Fermentation, Beer, Immobilization, Saccharomyces cerevisiae,
Alginate
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1. INTRODUCAO

Segundo a Instrucdo Normativa n° 65, de 10 de dezembro de 2019,
“Cerveja € a bebida resultante da fermentacéo, a partir da levedura cervejeira,
do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a
um processo de coccgao adicionado de lUpulo ou extrato de lUpulo, hipétese em
que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida
parcialmente por adjunto cervejeiro”. Essa bebida alcodlica fermentada é
considerada uma das mais populares em todo o mundo, com uma diversidade
de sabores e diferentes estilos.

A cerveja pode ser classificada em dois grandes grupos: tipo Ale e Lager.
As cervejas Ale sdo fermentadas em temperaturas que variam de 18°C a 22°C,
durante 3 a 5 dias, sendo consideradas de alta fermentacdo (VENTURINI, 2005).
Enquanto as cervejas Lager sédo formuladas em um processo de fermentacdo
que pode durar de 4 a 12 semanas junto a etapa de maturacdo, ocorrendo em
temperaturas mais baixas que as cervejas ale. Os estilos de cerveja lager,
geralmente, apresentam um corpo mais leve e isso pode ser atribuido a menor
temperatura de processamento (REBELLO, 2009). Por suas caracteristicas mais
suaves, cervejas lager sdo as mais produzidas no Brasil, sendo adequadas ao
nosso clima, enquanto as cervejas ale possuem teor alcodlico superior a 5% com
maior concentracdo de ldpulo, porém, apresentam-se mais adocicadas
(OETTERER, REGITANO-D’ARCE, APOTO, 2006).

Dados referentes a 2016, mostram que a cadeia produtiva ao qual o
setor cervejeiro esta inserido foi responséavel por 1,6% do PIB e 14% da industria
de transformacéo no Brasil, com uma producéo de 14 bilhdes de litro por ano
(CervBrasil, 2016).

A competitividade neste setor vem impulsionando as industrias na busca
de tecnologias que reduzam custos e proporcionem diferenciais de qualidade a
cerveja produzida (REBELLO, 2009). De acordo com Kwakita e Queiroz (2017),
a producéo de cerveja é relativamente simples, porém, alguns parametros como
temperatura, tempo e a variagdo da quantidade da matéria-prima utilizada, é
capaz de gerar uma diversidade da bebida com caracteristicas sensoriais Unicas.

Nesse processo, a fermentacdo, ponto importante para a producao da
bebida, inicia-se com a adi¢do do fermento ao mosto cervejeiro. A quantidade do

fermento inoculado ira variar de acordo com o teor de extrato, composi¢ao, nivel
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de aeracdo e temperatura do mosto. Esta quantidade de fermento deve
proporcionar uma concentragdo de 5 a 15 milh8es de células de levedura por
mililitro de mosto (AQUARONI, 2001).

O sistema de imobilizacédo de leveduras tem sido utilizado, na producéo
de cerveja, em sistemas continuos de fermentacéo. Esta tecnologia tem como
principal vantagem para o setor o aumento da rentabilidade (ALMINACID et al.,
2010).

Além disso, o processo de imobilizacdo promove aumento da densidade
celular, elevando e mantendo certos metabolitos, como os aromaticos, melhora
o controle e estabilidade a longo prazo das células, permite a regeneracao e
reutilizacdo do biocatalizador, e protege as células contra forcas de
cisalhamento, uma vez que existe um material de suporte adicional para fornecer
protecdo. Essa técnica permite que as células sejam utilizadas de forma repetida
e continua, mantendo a alta densidade celular ao longo do processo,
proporcionando a reducdo de seu custo (MORENO-GARCIA et al., 2018; ES,
VIEIRA, AMARAL, 2015). Sendo assim, o presente projeto teve como objetivo o
estudo da eficacia da fermentacdo descontinua de uma cerveja ale utilizando
leveduras imobilizadas em alginato de calcio, avaliando importantes parametros
para a compreensao do processo, a viabilidade da célula encapsulada para a
reutilizacdo do microrganismo em diferentes ciclos e o comportamento da

fermentacdo em ampliacdo de escala.

2. MATERIAIS E METODOS

Os insumos cervejeiros foram adquiridas em comércio local
especializados em produtos para cervejarias. Os ensaios foram realizados no
Laboratorio de Bioprocessos do Departamento de Engenharia Quimica
(Universidade Federal de Pernambuco — UFPE).

A cerveja tipo Ale foi obtida segundo o fluxograma de producéo (Figura

1), em ensaios com volume de 20mL, 10L e 20L.
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O processo de producdo do mosto cervejeiro contou com as etapas

moagem do grdo até a clarificacdo do mosto para a fermentacéo.

2.1.1. Moagem do malte

O malte pilsen (250g/L) foi moido a seco em um moedor de graos

(Araceba) de forma a obter uma granulometria capaz de preservar parcialmente

a casca do grao expondo o seu endosperma (Figura 2). A integridade da casca

permite a sua utilizagdo como agente filtrante na trasfega para a etapa de

fervura.



55

Figura 2 — Malte moido

Fonte: a autora, 2019

2.1.2. Mosturacgao

Os graos moidos foram colocados em um tanque de aluminio com um
fundo falso filtrante (Figura 3A) contendo agua mineral a 72°C (Vagua: VMosto =
0,8). Para que o processo obtenha uma 6tima eficiéncia, permitindo a hidrolise
do amido para a formacao de acglcares fermentesciveis e geracédo de produtos
secundarios, a temperatura foi controlada manualmente durante 90 minutos
entre 65 a 67°C, e aumentada ao final do processo para 75°C, finalizando a
atividade enzimatica.

Em seguida, torta de malte gerada apos a filtracéo foi lavada com agua
mineral (Vagua: Vmosto = 0,9) a 75°C para um maior aproveitamento do agucar
formado (Figura 3B).

Figura 3 — Tanque de brassagem com fundo falso(A) Recirculacéo sobre torta
de malte filtrada (B)

Fonte: A autora, 2019
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2.1.3. Fervura
Submeteu-se o caldo a etapa de fervura a 100°C, por 90 minutos. Ao
atingir a temperatura, foi adicionado o lapulo Tradittion (Barth-Haas Group,

Nurnberg, Alemanha) com alfa-acido de 5,20% em uma concentracdo de 2g.L™.

Com o término da etapa de fervura, o mosto foi clarificado e ao atingir 20°C foi
transferido para tanques de fermentacdo devidamente sanitizados, evitando a
passagem do trub (material mucilaginoso) gerado durante o processo de

mosturacao.

2.2. PRE INOCULO E IMOBILIZACAO CELULAR

O preparo do in6culo para a fermentacdo ocorreu com a adicdo de
0,575g/L (aproximadamente 3x108 cel/ml) de levedura liofilizada (Lesaffre,
Marcqge-Baroeul, Franca), de acordo com o especificado pelo fabricante.

Para as fermentacbes com leveduras livres, separou-se em um
erlenmeyer 10% (v/v) do volume do mosto a ser fermentado com temperatura de
20°C, adicionando-se a levedura liofilizada e mantendo durante 30 minutos sob
agitacdo (150rpm) em uma incubadora (Quimis, Sao Paulo, Brasil). O inoculo
preparado permaneceu durante 24 horas a temperatura de 19 + 0,5°C antes de
ser adicionado ao mosto da fermentacéo.

O preparo do inéculo para fermentacbes com leveduras imobilizadas
ocorreu com a adicdo da levedura liofilizada em 7,5% (v/v) do mosto fermentativo
a temperatura de 20°C, previamente separado em um erlenmeyer, também
mantendo durante 30 minutos sob agitacdo (150rpm) em uma incubadora
(Quimis, Sao Paulo, Brasil). Apds o preparo do indculo, foi realizada a técnica de
imobilizag&o celular, usando como referéncia a metodologia proposta por Santos
& Maugeri (2007).

O gel de alginato de sédio foi preparado solubilizando o alginato
(1,5%(p/v)) em agua potavel a 80°C. ApGs o preparo do gel, adicionou-se o
inoculo (75% (v/v)) previamente preparado. O sistema foi mantido sob agitagéo
lenta para garantir uma boa homogeneizacdo do gel com o indculo contendo a
levedura. As esferas foram formadas por gotejamento do gel de alginato, com o
auxilio de uma bureta (25mL), em solucéo de cloreto de calcio (Dindmica, Sao
Paulo, Brasil) a 0,2 M sob agitacdo magnética (Quimis, Sao Paulo, Brasil) (Figura
4). Apo6s o preparo, as esferas foram mantidas em temperatura de 19 + 0,5°C
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imersas no mosto fermentativo durante 72 horas antes de serem adicionadas ao
mosto da fermentacao. Apds a producédo das esferas contendo leveduras, foram
retiradas dez esferas como amostras representativas para a determinagao do

diametro médio delas, medidas por um paquimetro.

Figura 4 —Esquema para producéo de esferas alginato de calcio

Fonte: autora, 2019

A eficiéncia da imobilizagéo foi mensurada usando como parametro a
viabilidade celular antes (Viabi) e apés (Viabr) a imobilizacdo (Equacéo 1).

__Viabp

Ef = Viab, x100% (Equacéo 1)

2.3. FERMENTACAO

O estudo da capacidade fermentativa foi conduzido em duas etapas. Na
primeira etapa denominado de fermentacdo em escala primaria, com volume
total de 20mL, ocorreu em tubos de ensaio de 30mL (Figura 5), sendo transferido
para o seu interior 0 mosto fermentativo e as esferas de leveduras imobilizadas,
ocupando dois tercos do volume total. Cada tubo de ensaio utilizado no estudo,
um total de 60, representou uma amostra. Os tubos foram tampados com
algodao hidrofébico para que houvesse a saida de gas carbonico. Na segunda
etapa foi realizado o estudo dos ciclos fermentativos com tanques de 10L e de

reprodutibilidade e andlise sensorial em fermentac¢des de 20L. Em ambos os dois
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diferentes volumes de fermentacdo, o processo foi realizado em tanques
(baldes) de polipropileno. Para liberagcdo do CO:2 foi acoplado aos tanques
valvula de airlock na tampa de vedacdo. O volume de mosto com as leveduras
imobilizadas ou leveduras livres correspondeu a cerca de dois tercos do volume
total de cada tanque.

As fermentagdes ocorreram a temperatura entre 19 + 0,5°C no interior
de um refrigerador (Marca Consul) acoplado a um controlador de temperatura
(Modelo STC-1000). A fermentacdo primaria foi encerrada ao atingir valores
constantes de solidos solluveis. A maturacéo ocorreu durante 5 dias, submetendo

a bebida a uma temperatura de 0 a 2°C.

Figura 5 — Reator para fermentacéo de 20ml
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Fonte: A autora, 2019

2.4. DETERMINACOES ANALITICAS
2.4.1. Viabilidade Celular

A analise de viabilidade celular foi determinada pela contagem de células
vivas e células mortas (Equacdo 2). Para a contagem utilizou-se 0,5 ml de
esferas de imobilizacdo, mensurada por deslocamento de coluna em uma
proveta contendo 4gua, no qual foram degradadas submetendo-as a agitacédo
em mesa agitadora (Quimis, Sao Paulo, Brasil) com 10 ml de citrato de sédio 2%
(p/v) (Quimibrés, Rio de Janeiro, Brasil) durante 15 minutos a 200rpm, adaptando
a metodologia proposta por Alimonacid et al. (2012). Com o auxilio da camara de
Neubauer, por meio de microscopia Otica, as leveduras foram contadas

utilizando como reagente de coloracdo uma solucdo de azul de metileno 0,02%
(p/v).
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células vivas x 100

Viabilidade celular(%) = (Equacéo 2)

células totais

2.4.2. Solidos solaveis, pH e etanol

Para a determinacdo de sdlidos solaveis (°brix) foi utilizado o
refratbmetro de bancada (Astral Cientifica, Parand, Brasil), e para o pH, um
pHmetro de bancada (MS Tecnopon, Sao Paulo, Brasil), método proposto pela
Associacdo de Quimicos Agricolas Oficiais (AOAC). A determinacdo da
formacao de alcool nas fermentacdes em volume de 20mL e 10L ocorreram por
meio dos dados obtidos da anélise dos solidos soluveis, utilizando-se o software
computacional Brewer’'s Friend (https://cervejariafaller.com.br/calculadora/), no
qual apresentou a concentracdo de alcool mediante ao valor da analise de
refratometria. Para a determinacdo de etanol nas fermentagdes em volume de

20L foi utilizado o ebulibmetro.

2.4.3. Concentracdo de substrato

Os acucares redutores foram quantificados por espectrofotometria,
utilizando como reagente de reducéo o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), a glicose
(Neon, S&o Paulo, Brasil) como agucar padrdao, e o comprimento de onda de
540nm, segundo método proposto por Miller (1959). Para a determinacédo
utilizou-se espectrofotbmetro (Astral Cientifica, Parana, Brasil) e cubetas de

vidro.

2.4.4. Analise da absorcao de glicose por esferas de alginato de calcio

Esse estudo permite determinar o momento inicial da fermentacao,
acreditando-se que a reducao da concentracao de aclcar no comeco da reacao
deve-se a difusao.

A andlise para avaliar absorcéo de glicose por esferas de alginato seguiu
a metodologia descrita por Nogueira et al. (2009) com algumas modificacoes,
tendo como premissa a avaliacao da diminuicdo da concentragéo de glicose ao
longo do tempo causada pela absorcdo por esferas de alginato de calcio

contendo leveduras inativas.


https://cervejariafaller.com.br/calculadora/
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A inativacao da levedura ocorreu por tratamento térmico de acordo com
a metodologia proposta por Al-Rub et al. (2004), no qual as esferas foram
submetidas a um aquecimento a 80°C, durante uma hora, em banho-maria.

ApGs a inativagdo, as esferas foram adicionadas em um erlenmeyer de
500mL contendo 250mL de solucéo de glicose (100g/L), coletando-se amostras
de 5mL ao longo de 1 hora, em intervalos regulares de 10 minutos para a
avaliacao do teor de glicose. Em seguida, as amostras foram filtradas com filtros
de 0,22um para serem submetidas a analise cromatografica.

A determinacdo da concentracdo do acucar foi realizada no laboratério
de cromatografia do Departamento de Engenharia Quimica na Universidade
Federal de Pernambuco (DEQ/UFPE), utilizando cromatdgrafo de alta eficiéncia
(CLAE) em um cromatégrafo HP1047A Refractive Index, coluna C18
Phenomenex Luna (250mm x 4,60mm x 5um), fase movel H20 deionizada com
H2S0O4 (0,5mM), com vazéo de 0,9ml/min.

2.4.5. Analise Sensorial

Para realizacéo da analise sensorial o projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade de Pernambuco (UPE/PROPEGE),
namero de processo 14154419.9.0000.5207. Data de aprovacao: 06/08/2019.

A metodologia utilizada para a realizacdo da analise sensorial foi 0 teste
triangular, um método sensorial discriminativo (BENTO, ANDRADE & SILVA,
2019), no qual os provadores avaliaram as amostras de cerveja Ale com
leveduras livres e imobilizadas a fim de reconhecer alguma diferenca entre elas,
para que ao final da analise fosse possivel detectar a existéncia ou nao de
diferenca sensorial significativa entre as duas amostras.

As cervejas produzidas com leveduras livre e imobilizadas utilizadas
nesta analise tiveram a mesmo meétodo de preparo, sendo envasadas em
garrafas @mbar com volume de 330ml, por um sistema de gaseificacédo forgcada,
no qual um cilindro de CO2 foi acoplado a um tanque de inox contendo a bebida.

O recrutamento e realizagdo ocorreu no Departamento de Ciéncia do
Consumo da UFRPE, no Laboratorio de Analise sensorial com cabines
individuais proprias para analise sensorial, tendo como populagdo estudantes,
funcionarios da universidade e integrantes da comunidade académica,

individuos caracterizados como consumidores comuns, sem experiéncia ou
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treinamento prévio de degustacdo de cerveja. O recrutamento ocorreu com
abordagem direta, intervendo o provador de forma oral horas antes das refeicdes
principais e para recrutar a quantidade de provadores necessario, foram
espalhados cartazes nas proximidades do departamento, como também um
anuncio no perfil da rede social da universidade. Participaram ao todo 100
degustadores.

Primeiramente, realizou-se uma triagem dentre os possiveis provadores
por meio de questionario (APENDICE 1). Em seguida, os degustadores
aprovados receberam um termo de consentimento livre e esclarecido para que
pudesse prosseguir a analise.

Ao degustador, foram entregues trés amostras (30ml) codificadas com
nameros aleatorios de trés digitos em um copo plastico branco de polipropileno,
um formulario de resposta (APENDICE 2), 4gua mineral a temperatura ambiente
para o enxague das papilas e bolacha de 4gua e sal.

As respostas obtidas foram avaliadas afim de determinar a existéncia ou
nao de uma diferenca significativa entre as amostras, considerando-se um nivel
de significancia de 5%, tendo como base para avaliacdo a tabela presente no
ANEXO 1.

2.5. ESTUDO CINETICO

Os calculos realizados para avaliar o perfil cinético da fermentacéo
levaram em consideracgédo as fases exponencial e estacionaria, desconsiderando
a etapa de laténcia e morte celular.

Para o estudo cinético da fermentacao foi analisada toda a evolugéo da
concentracdo de substrato e produto ao longo do tempo. Dentre a grande
variedade de produtos formados, foi considerado o etanol, por seu valor
econdmico e sensorial, além de representar uma grande parte da parcela de
produtos gerados.

Ao envolver atividade microbiana em uma reag¢ao, o seu mecanismo de
acdo e sua avaliagdo se torna mais complexo, pois existe uma dependéncia de
certos fatores, como influéncias externas (pH e temperatura). Sendo assim, 0s
componentes principais de uma fermentacdo devem ser analisados

individualmente, estabelecendo uma relagéo entre eles ao longo do tempo.
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Na determinacéo dos fatores de conversao, no qual séo relacionadas as
concentragcdes dos componentes da fermentacao, foi considerado todo o tempo
da reacdo, sendo calculado a partir da Equacéo 3 (HISS, 2001), o fator de

conversao de substrato em produto.

P-P,
So—S

Yp/s = (Equacéo 3)

O célculo da produtividade do produto da fermentagéo (Pp), levou em
consideracdo a concentracao final e inicial do etanol (P,Po) e o tempo final de
fermentacdo em relagdo a formacao de produto (i), como € apresentado na
Equacéo 4.

P-P,

Pp:

(Equacéo 4)

trp
O rendimento da fermentacédo (R) foi considerado o fator de converséo
do substrato em produto (Yess) € o fator de conversdo maximo teérico (Ye/s*),

segundo a Equacéo 5.

R(%) = % .100 (Equacéo 5)

Seguindo a reac¢do de fermentacéo alcoolica (Equacgéo 6) e levando em
consideracdo a massa molar de etanol sendo 46 g/mol e da glicose como 180
g/mol, a determinacéo do fator de conversdo maximo tedrico (Yr/s*), foi igual a

0,511 como mostrado na Equacéo 7.

CeH1206 > 2C2Hs0H + 2CO2 (Equacéo 6)
* _ 2xmassamolar do etanol _ 2x46 ~
YP/S " massa molar da glicose T 180 0'511 (Equa(;ao 7)

Ou seja, a cada 1g de glicose consumida, é gerado 0,511g de etanol.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. IMOBILIZACAO DE Saccharomyces cerevisiae EM ALGINATO DE
CALCIO
As esferas de imobilizacdo da levedura apresentaram um formato

praticamente uniforme (Figura 6) com diametro médio de 3,63 mm + 0,24. Em
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estudo realizado por Mishra et al. (2016), ao avaliar a producdo de etanol com
S. cerevisiae imobilizadas em diferentes tamanhos (menor = 3,0 mm; médio =
4,0 mm; grande = 5,0 mm), percebeu-se um rendimento maior em esferas com
tamanho médio em comparacdo as outras, chegando a apresentar um 6timo
rendimento até o 25° ciclo de producéo.

Segundo Mishra et al. (2016), tamanhos menores de esferas ndo sao
adequadas para a reutilizagdo das leveduras durante muitos ciclos, pois existe
uma maior frequéncia de descarga de calcio causada pela facilidade de
transferéncia de massa em relacdo a esferas de outros tamanhos, além disso,
elas ndo suportam durante muito tempo a presséo causada pelo CO:2 produzido
ao longo da fermentagdo. Esferas com diametro maior possuem maior
resisténcia para serem reutilizadas durante muitos ciclos, porém, por apresentar
uma baixa taxa de transferéncia de massa e uma menor area de superficie
(volume unitario), o seu rendimento acaba sendo menor e demorando mais

tempo para a transformacao de substrato em produto.

Figura 6 — Esferas de imobilizacdo celular

Fonte: a autora, 2018

A técnica de imobilizacdo submete a levedura a uma situacdo de
estresse, tirando-a de seu estado natural, reduzindo seu espaco, podendo
acarretar na morte de células (PAJIC-LIJAKOVIC et al., 2017), entretanto nao
impede reacfBes metabodlicas fundamentais (crescimento e producdo de
compostos secundarios, etanol e gas carbdnico durante a fermentacao). Antes
do processo de imobilizacdo, as leveduras apresentaram viabilidade celular de
80,94% + 0,01, apods a imobilizacdo, esse valor passou para 71,27% + 0,03. Ao
analisar a eficiéncia do processo de imobilizacdo, tem-se que 88,05% da
viabilidade foi mantida apds a técnica de imobilizacdo (Equacao 1). Apesar da
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diminuicdo, a viabilidade celular foi maior do que 70%, possibilitando a

continuidade do projeto.

3.2. ABSORCAO DE GLICOSE POR ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

O efeito difusional € um importante parametro, que precisa ser analisado
ao encapsular biocatalisadores. A barreira porosa gerada entre o meio
fermentativo e o microrganismo altera a passagem de compostos tanto
internamente  como externamente e consequentemente influencia no

comportamento da fermentacéo.

Figura 7 — Concentracao de glicose ao longo do tempo em meio com esferas

de alginato
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Fonte: autora, 2019

Nota-se que existe um decaimento acentuado da concentracdo de
glicose apenas nos primeiros 20 minutos do processo (Figura 7).

Baseando-se em estudo de Al-Rub et al (2004) e Jiang et al (2007), foi
realizado um estudo cinético de absorcédo de glicose pelas esferas de alginato

testando-se um modelo de pseudo 22 ordem (Equacéao 8)

dq

at = kap- (qe - Q)Z Equa(;éo 8

No qual,

q=(Co— CF).% Equacao 9
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Tem-se que kab € a constante de velocidade (gest/Qgic.min), ge € a
quantidade de glicose adsorvida no equilibrio (ggic/Qest), q € quantidade de
glicose adsorvida (ggiic/gest), Co & a concentracao inicial de glicose no mosto (g/L),
Cr € a concentracao de glicose no mosto (g/L), VL € o volume do mosto (L) e m
€ a massa total de esfera (Q).

Apés a integracdo e linearizacdo da Equacdo 8, gerou-se a seguinte
Equacao 10

t 1

1 ~
-= —.t Equacao 10
q kap-qe? + de q (;

Com a quantidade de acucar adsorvido e o valor de t/qg em cada ponto

(Tabela 1) foi possivel gerar um gréfico (Figura 8).

Tabela 1 — Dados gerados para o gréfico t/q versus tempo

t (min)  q(gstic/gesf) t/q

0 0 0
10 0,175 57,14
20 0,240 83,36
30 0,252 119,02
40 0,195 204,93
50 0,202 247,17
60 0,244 246,25

Fonte: autora, 2019

Figura 8 - Linearizacdo do modelo de pseudo 2° ordem para absorcédo de

glicose em esferas de alginato de célcio
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Fonte: autora, 2019
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O gréfico se ajusta a uma reta, mostrando que o fendbmeno de absor¢éo
da glicose por esferas de alginato de célcio é representado por cinética de
pseudo 22 ordem (Figura 8).

A equacao gerada da linearizacéo do grafico de absorcéo foi a seguinte,

y = 4,4299.x + 3,9416

Sendo assim, tem-se que o valor de ge € 0,226 Qgiic/Qesf, OU Seja, €
absorvido 0,226g de glicose por grama de esfera presente no mosto e uma
constante de velocidade de absor¢céo de 4,967 gest/(gglic.min).

Esses dados sao de grande importancia para a projecao de reatores e
ampliacdo de escala para processos que envolvam a utlizacdo de
biocatalisadores imobilizados em processos fermentativos, pois determinam a
massa de substrato absorvida pela esfera de imobilizacdo e consequentemente
consumida pelo microrganismo, como também a velocidade em que ocorre tal
absorcédo (PRADELLA, 2001).

3.3. FERMENTACAO

A prética de inoculacao prévia implica na adaptacdo do microrganismo
ao nutriente, causando praticamente a eliminacéo da fase lag, permitindo que a
fase tumultuosa ocorra no inicio, para que o processo seja conduzido de forma
mais uniforme (HISS, 2001). Com a inoculacao prévia, foi gerada a adaptacao
do microrganismo ao meio de fermentacdo possibilitando a sintetizacdo de
enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio e
aumento da densidade celular. Pratica semelhante foi adotada por Behera e Ray
(2014), para produzirem etanol a partir de agucar hidrolisado da farinha de
mandioca com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em alginato de calcio. As
esferas de imobilizag&do foramimersas em meio de fermentagéo durante 24 horas
para que fosse obtido uma alta densidade celular, iniciando o processo
fermentativo na fase exponencial e atingindo valores méaximos da producéo de

etanol em 96 horas.
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3.3.1. Estudo preliminar da fermentacdo com leveduras imobilizadas
Considerada como etapa inicial, realizou-se a avaliagao da fermentacéo
em volume de 20mL para determinar a real eficacia do processo de producéo de

cerveja com leveduras imobilizadas com resultados apresentado na Figura 9.

Figura 9 — Perfil fermentativo em relagdo ao consumo dos agucares
fermentesciveis, teor alcodlico, pH e viabilidade celular da Saccharomyces

cerevisiae imobilizada em alginato de calcio em fungéo do tempo (volume de

20ml)
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Fonte: autora, 2019

Observa-se que logo nas primeiras horas iniciais ocorre um decaimento
expressivo da concentragédo de substrato, passando de 65 g/L para 13 g/L em 3
horas, e o aumento da producédo de alcool, ao gerar 2g/L no mesmo tempo
(Figura 9). Nesta etapa, ocorre o consumo de substrato e producéo de alcool
mais expressivo, em que a concentracdo de nutrientes € superior as
necessidades do microrganismo (LIMA, 2001).

ApoOs 53 horas de processo (Figura 9), ao ser observado que ndo mais
existia 0 consumo do substrato e a producédo de etanol, a fermentagéo primaria
foi finalizada apresentando um crescimento de aproximadamente 20% da

viabilidade celular. De acordo com Lima (2001), a estabilidade do processo
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fermentativo apds a fase estacionaria pode ser justificada por possivel
esgotamento de nutrientes e/ou acumulos de metabdlitos toxicos.

O consumo total de substrato ocorre aproximadamente com 53 horas de
reacao (Figura 9), obtendo uma producdo maxima de alcool em 6,08°GL, tendo
assim um coeficiente de conversdo de substrato em produto de 0,438. Dessa
forma, a eficiéncia foi de 85,7% com uma produtividade de 0,904 g.L1.hL.

No inicio da fermentacdo priméria ocorreu uma diminuicdo do valor do
pH, passando de 5,69 para 4,7 em 30 horas de fermentacédo. Segundo Walker &
Stewart (2016), a reducdo do valor do pH pode estar relacionada a uma
combinacdo de fatores como a liberacdo de prétons H* com o transporte de
nutrientes ao interior da célula (a¢do causada pela enzima ATPase presente na
membrana plasmética da célula), producdo direta de acidos organicos,
responsaveis por atribuir caracteristicas sensoriais a cerveja, remocao de
agentes tamponantes e a formacéo e dissolucao de CO2.

A reducéo do pH ocorre apenas no inicio da fermentacéo, mantendo-se
praticamente estavel ao longo do processo, variando entre 5 e 4,7 (Figura 9),
aproximadamente, valores favoraveis para fermentacdo alcodlica, no qual &
indicado entre 4,5 e 6,5 (WALKER & STEWART, 2016). De acordo com Pires
(2014), a justificativa para isso € a utilizacdo dos acidos organicos produzidos
pela levedura para a producdo de ésteres em uma reacdo de condensacao
guimica enzimatica, juntamente com alcool.

Do inicio da fermentacéo primaria (Ohr) até 20 horas do processo, houve
um crescimento da viabilidade, ocorrendo um aumento de 71% para cerca de
86,5%, passando, logo em seguida, a assumir valores praticamente constantes
(Figura 9).

Os resultados apresentados ao final desta etapa inicial demonstraram
valores satisfatorios de eficiéncia e produtividade, como também, um perfil
fermentativo em relacdo ao consumo dos acgUcares fermentesciveis, teor
alcodlico, pH e viabilidade celular correntes a uma fermentacédo alcoodlica. Com
isso, iniciou-se a segunda etapa, realizando um estudo comparativo da
fermentacao entre Saccharomyces cerevisiae livre e imobilizada em volume de
10 litros, avaliando o comportamento do processo fermentativo com a

reutilizagdo dos biocatalizadores.
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3.3.2. Estudo dareutilizacéo (ciclos) das leveduras em fermentacéo

A reutilizacdo de biocatalizadores em fermentacéo € uma pratica comum
em cervejarias industriais, pois diminui o custo e pode acelerar o processo sem
que altere o produto, caso seja realizado de forma adequada. Com isso, esta
etapa do estudo foi realizada para a avaliacdo da reutilizacdo das leveduras,
além de analisar o perfil fermentativo com o aumento do volume no reator.

A Fermentacdo 1 com leveduras imobilizadas apresentou um tempo
mais curto, 69 horas a menos em relacdo a fermentacdo de leveduras livres
(Figura 10), para que houvesse a estabilidade da producéo de etanol e consumo
de substrato, gerando uma produtividade maior do que a fermentacdo com
leveduras livres (Tabela 2).

Figura 10 — Perfil fermentativo da Fermentacdo 1 em relacéo ao
consumo dos acgucares fermentesciveis, teor alcoodlico, pH e viabilidade celular
da Saccharomyces cerevisiae nas formas livre e imobilizada em alginato de

calcio (volume de 10L)
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Fonte: autora, 2019

Uma possivel causa para isto € a manutencdo das leveduras
imobilizadas no mosto para que houvesse crescimento do microrganismo,
gerando o aumento da densidade celular no interior das esferas de imobilizacéo.
As leveduras imobilizadas foram mantidas durante 72 horas no mosto antes da

fermentacao, enquanto as leveduras livres mantiveram-se em 24 horas.
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no final da fermentacdo das leveduras

cado pelo maior tempo de atividade da

Prosseguindo com a reutilizacdo dos biocatalisadores, realizou-se as

trés fermentacdes seguidas obtendo-se resultados apresentados nas Figuras 11,

12 e 13.

Figura 11 - Perfil fermentativo da Fer

mentacdo 2 em relacdo ao consumo dos

acucares fermentesciveis, teor alcodlico, pH e viabilidade celular da

Saccharomyces cerevisiae nas formas livre e imobilizada em alginato de calcio
(volume de 10L)
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Figura 12 - Perfil fermentativo da Fermentacdo 3 em relacdo ao
consumo dos agucares fermentesciveis, teor alcoodlico, pH e viabilidade celular
da Saccharomyces cerevisiae nas formas livre e imobilizada em alginato de

calcio (volume de 10L)
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Figura 13 - Perfil fermentativo da Fermentacao 4 em relacéo ao
consumo dos acucares fermentesciveis, teor alcodlico, pH e viabilidade celular
da Saccharomyces cerevisiae nas formas livre e imobilizada em alginato de
calcio (volume de 10L)
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Fonte: autora, 2019

Observa-se que apos as Fermentacgdes 2, 3 e 4 0 tempo de reacéo foi
bem menor, passando a atingir a producdo maxima de etanol e o consumo

maximo de substrato entre 50 e 70 horas (Figuras 11, 12 e 13). Mesmo
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comportamento foi observado em estudo realizado por Duarte et al. (2013), para
producéo de etanol a partir da fermentacédo de glicose e sacarose com leveduras
imobilizadas, no qual notaram um rapido consumo de substrato e producéo de
etanol ja nas primeiras horas de reacao na terceira fermentacdo em diante, algo
gue néo foi notado na primeira fermentacéao.

No trabalho realizado por Petelkov et al. (2016), na qual foi elaborado
um estudo cinético da fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae imobilizada
em matriz de alginato e quitosana, as células imobilizadas iniciaram a
fermentacdo mais lentamente que as células livres, porém, conduziram o
processo fermentativo ao mesmo tempo, indicando uma maior velocidade de
reacdo, havendo uma reducao de 24 horas, apresentando uma maior taxa de
acumulo de etanol. O retardo para o inicio do processo pelas leveduras
imobilizadas pode ser explicado pela limitacdo da difusdo de substrato a célula,
causado pela barreira de Ca-alginato (VERBELEN et al., 2006).

Observa-se uma similaridade no consumo de substrato e formacao de
alcool nas fermentacfes ocorridas com leveduras livre e imobilizadas (Figuras
11, 12 e 13), resultado similar ao encontrado por Naydenova et al. (2013). Essa
similaridade também pode ser observada na eficiéncia do processo,
produtividade e no fator de conversédo de substrato em produto (Tabela 2) nas
duas distintas condi¢cdes das leveduras, no qual apresentaram valores muito

préximos.

Tabela 2 — Taxa de producéo de etanol (PP), conversao de substrato em

produto (Yris) e Rendimento de processo (R%) nas Fermentagbes 1, 2,3 e 4

PP (g/L.h) Ye/s R (%)

Livre 0.202 0.431 84.382
Fermentagdo 1

Imob. 0.454 0.433 84.712

Livre 0.564 0.434 84.981
Fermentagdo 2

Imob. 0.579 0.438 85.754
Fermentacéo 3 Livre 0.527 0.431 84.421

Imob. 0.522 0.436 85.290
Fermentagdo 4 Livre 0.568 0.439 85.953

Imob. 0.556 0.449 87.791

Fonte: autora, 2019
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Esperava-se que ndo houvesse um decaimento da produtividade nas
primeiras fermentacfes reutilizando leveduras, porém, justificado pela
diminuicdo da viabilidade celular no inicio da Fermentacdo 3 (Figura 12), €
possivel observar o declinio na conversédo de substrato em produto, causada
pela baixa concentracdo de células viaveis responsaveis pela producdo de
etanol.

Observa-se a diminuicdo da viabilidade celular das leveduras
imobilizadas na Fermentacdo 4, passando a ser no final do processo
aproximadamente 44% (Figura 13). Dentre os possiveis fatores que tenham
levado a essa diminuicdo, a deterioracdo da estrutura das esferas pode ser
considerada como uma causa. Ao final da Fermentacdo 4 foram observadas

deformidades na estrutura de algumas esferas de imobilizacéo (Figura 14).

Figura 14 — Alteracdes presentes na estrutura das esferas de imobilizacao
celular ao final da Fermentacao 4

Fonte: autora, 2019

O enfraguecimento das esferas que tenham levado a sua ruptura pode
ser causado pela interacdo mecanica e eletrostatica entre a célula e a matriz de
Ca-alginato, formacéo de CO:zpelas leveduras e interacdo quimica da matriz com
componentes presentes no meio de fermentacdo, que podem ser ions nao
gelificantes e compostos quelantes como fosfato (PAJIC-LIJAKOVIC et al.,
2015), tendo em vista que o fosfato, com teor entre 3 a 5% do peso seco celular
(WALKER & STEWART, 2016), é um importante nutriente inorganico do
metabolismo celular para a biossintese de acidos nucleicos, fosfolipidios e ATP.

A interacao eletrostética entre parte da cadeia de alginato da matriz e a
membrana celular da levedura pode causar o enfraquecimento das esferas de

imobilizacdo, causada pela repulsdo entre elas, j& que a membrana da célula
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possui um potencial elétrico negativo, assim como a matriz de Ca-alginato (YOU
et al., 2001; RAFIEE et al., 2014).

Em estudo realizado por Pajic-Lijakovic et al. (2015), no qual analisou as
alteracdes da estrutura de esferas de imobilizacdo celular com Ca-alginato ao
longo do tempo, conclui-se que no tempo inicial o enfraquecimento da estrutura
foi causado pela interacdo eletrostética entre a matriz e a célula, nos dois
primeiros dias a maior influéncia foi a interacdo quimica dos compostos
presentes no meio, do segundo ao quarto dia a rigidez permaneceu constante,
passando a aumentar do quarto dia até o ultimo (sexto dia) causado pelo rapido
crescimento celular.

A producao de gés carbbdnico durante a fermentacdo também pode ser
um fator que causa alteracdes estruturais as esferas de imobilizacdo, gerando
uma maior pressao interna capaz de romper a estrutura. Porém, a presenca de
COzreduz o estresse da matriz de hidrogel causado pela expansao das células
imobilizadas. As bolhas formadas no interior das esferas sdo capazes de
amortecer localmente os efeitos de compactacdo que ocorrem com O
crescimento celular (PAJIC-LIJAKOVIC et al., 2017).

A manutencado das esferas de alginato em solugéo de cloreto de célcio
com substrato entre uma fermentacgéo e outra durante o processo de reutilizacao
para fermentagéo, pode ser uma alternativa para conservar por mais tempo a

estrutura das esferas.

3.4. FERMENTAQAO EXPERIMENTAL

Com os resultados apresentados durante a fermentacdo em volume de
10L, passou-se para a etapa do estudo em fermentacao de 20L (Figura 15). Para
avaliar a reprodutibilidade do processo com aumento de escala visando

aplicacao industrial, e analise sensorial.
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Figura 15 - Perfil fermentativo em relagdo ao consumo dos agucares
fermentesciveis, teor alcodlico, pH e viabilidade celular da Saccharomyces

cerevisiae imobilizada em alginato de céalcio em funcdo do tempo (volume de

20L)
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Fonte: autora, 2019

Observa-se que o perfil da fermentagcéo com leveduras imobilizadas em
um volume de 20L é similar ao apresentado em volume teste de 20ml (Figura
15), no qual o tempo de finalizacdo da fermentagcdo primaria também foi de
aproximadamente 53 horas, obtendo-se o coeficiente de fator de conversao de
substrato em produto de 0,429. A eficiéncia do processo foi 83,9% e a producéo
de etanol foi 0,831 g.L2.h'1. A viabilidade celular apresentou uma diminuigdo de
apenas 7% e o comportamento do pH ao longo da reacao foi semelhante ao
ocorrido na fermentacdo piloto com decaimento logo no inicio e depois
mantendo-se estavel.

O resultado apresentado nesta fermentacédo (Figura 15) demonstra a
viabilidade do processo de fermentacg&o para produgéo de cerveja com levedura
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em alginato de calcio. Porém, como o
presente estudo tem como objetivo simular um processo industrial, se faz
necessario uma analise sensorial para a garantia de que o produto gerado
agrada sensorialmente ao consumidor, ndo causando rejeigao pela producgéo de

off-flavor ou destoando das caracteristicas de uma cerveja tradicional.



76

3.5. ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial demonstrou que no total de 100 provadores, 55
detectaram diferencas nas caracteristicas dos produtos acertando qual dentre as
trés amostras era a diferente. Desta forma, as amostras apresentam diferencas
sensoriais significativas (p<0,05) ao avaliarem caracteristicas como cor, aroma,
gosto, aparéncia e refrescancia.

Em pesquisa proposta por ALMONACID et al. (2012), caracterizado pelo
estudo de fermentacdo descontinua com leveduras imobilizadas para a
producédo de cerveja stout, avaliou-se possiveis diferencas sensoriais da cerveja
verde (pré-maturacao) e pés maturacdo através do teste triangular com 24
provadores treinados. Os degustadores indicaram uma diferencga significativa
(p<0,05) nas amostras de cerveja verde, tendo como possivel justificativa as
mudancas do comportamento celular durante a imobilizacdo sendo capazes de
produzirem compostos que alterem o sabor e a cor original.

O processo de imobilizacdo tem demonstrado alteracbes em
caracteristicas sensoriais no produto final, causado por processos durante a
etapa da fermentacdo primaria, que muitas vezes limita o metabolismo celular.
Porém, as consequentes mudancas na etapa de maturacdo sdo minimas, visto
que ndo existe um representativo crescimento celular e nem formacao de
compostos que caracterizam sabor, ocorrendo de forma significativa apenas a
reducdo de compostos indesejaveis. Por este motivo, projetos que avaliam
processos fermentativos com leveduras livres durante a fermentacéo primaria e
imobilizadas na fermentacdo secundaria, foram desenvolvidos (YAMAUCHI et
al, 1995; DOMENY et al., 1998; KRONLOF et al., 2000; PAJUNEN et al., 1989;
LESKOSEK-CUKALOVIC & NEDOVIC, 2005).

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos permitem concluir que a metodologia utilizada para a
imobilizacé@o das leveduras foi satisfatéria, uma vez que foi possivel fermentar o
mosto cervejeiro, apresentando uma similaridade entre a fermentagdo com
volume de 20ml e de 20L, cujo rendimento de processo foi muito semelhante,
85,7% e 83,9%, respectivamente, em um tempo de 53h. Com a técnica de
imobilizagdo possibilitou a reutilizacdo dos biocatalizadores em fermentagdes

descontinuas com rendimento final satisfatério de 87,79%, sem, contudo, alterar
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de forma significativa a viabilidade celular, demonstrando que a imobiliza¢cdo nao
compromete o processo fermentativo da levedura.

No aspecto sensorial, as amostras de cerveja com levedura imobilizada
e com levedura livre demonstraram existir uma diferenca significativa (p<0,05)

capaz de serem percebidas por consumidores comuns.
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APENDICE 1

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO CIENCIA E TECNOLOGIA DOS ALIMENTOS

Questionario

As informagGes aqui prestadas serdo confidenciais, ndo sendo repassado para pessoas que nao estejam
envolvidas diretamente na pesquisa do referido projeto

Nome:

Data:

Endereco e/ou Telefone:

Por favor, responda as seguintes perguntas:
1. Idade:
()18 a20anos()21a25anos()26a35anos()36a45anos()46a50anos () maisde 50 anos

2. Grau de escolaridade:
() 1°Grau incompleto () 1°Grau completo ( ) 2°Grau incompleto

() 2°Grau completo ( ) Superior incompleto ( ) Superior completo

3. Atividade Profissional:

4. Qual sua frequéncia de consumo de bebidas alcodlicas:

() inferior a 1 vez por més () 1 a 3 vezes por més () 1 vez por semana ( ) 2 ou mais vezes por semana ()
diariamente

5. Qual sua frequéncia de consumo de cerveja:

() inferior a 1 vez por més () 1 a 3 vezes por més () 1 vez por semana () 2 ou mais vezes por semana ()
diariamente

6. Vocé é fumante? () Sim () Nao

7.Vocé é gestante ou lactante? () Sim () Nao

8. Atualmente, vocé estd fazendo o uso de medicamentos que alterem o seu paladar?
() Sim () Nao

9. Vocé apresenta alguma doenga no trato respiratério como gripe ou resfriado?
() Sim () Nao

10. Apds a avaliagdo, nas proximas 12 horas vocé ira conduzir algum veiculo de transporte?
()Sim () Nao

11. Vocé tem experiéncia em degustagao profissional de cerveja ou participou de algum treinamento?
()Sim () Nao

Obrigado pela colaboragao!!



86

APENDICE 2
TESTE TRIANGULAR

Nome:
Data:

Vocé esta recebendo trés amostras de cerveja. Duas das trés amostras sao iguais,
sem nenhum tipo de alteragcdo em seu tratamento ou composi¢éo. Por favor, prove
as amostras da esquerda para a direita, escreva os cédigos nas trés linhas a baixo
e faca um circulo na amostra diferente. Vocé pode reavaliar as amostras quantas
vezes forem necessérias, porém entre uma amostra e outra, mastigue a bolacha e

enxague a boca com agua.

Comentérios:

Obrigada!
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ANEXO 1

Tabela 5.1: Continuacdo da tabela anterior. Numero minimo de respostas
corretas para estabelecer diferenca significativa entre as amostras,

em varios niveis de significancia.

39 19 19 20 0 P | 22 3
40 19 20 20 21 21 a2 24
4 20 20 20 21 2 23 24
43 20 20 21 21 2 13 25
43 20 21 21 12 3 4 25
= A 21 27 22 3 24 26
45 A 22 27 23 24 24 26
46 22 22 27 23 24 25 Fy)
47 22 22 3 2] 24 25 7
48 22 23 3 24 25 26 7
49 23 23 4 24 25 26 28
50 23 24 4 25 26 26 28
L] 27 27 28 9 30 3 33
10 El 3 32 3 34 35 37
80 35 ELY 36 36 38 39 4
a0 38 39 40 40 42 43 45
100 42 43 43 -~ 45 a7 49

Fonte: Ferreira et al., 2010



