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RESUMO

SANTOS, B.B. Utilizacao do permeado de leite como adjunto na producao de
cerveja de alta fermentacao (ale). 2015. 109 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena,
2016.

O Brasil ocupa o 3° lugar entre os maiores produtores mundiais de cerveja e 0
mercado consumidor vem aumentando progressivamente. Tendo em vista que o
consumidor brasileiro estd em busca de novos sabores e aromas para a cerveja,
uma alternativa para a reducao de custos explorando tais caracteristicas reside no
uso de adjuntos nao convencionais que possam agregar valor a bebida,
principalmente na obtencao de boas caracteristicas sensoriais. Ainda, visando a
sustentabilidade, estes adjuntos podem ser coprodutos do processamento de
alimentos. O permeado concentrado de leite, um coproduto dos laticinios, € obtido
através da ultrafiltracdo do leite, sendo composto por agua, lactose e sais. Neste
trabalho foi desenvolvido um processo para a producdo de uma cerveja de alta
fermentagéo (ale), utilizando o permeado concentrado de leite como adjunto de
fabricagdo. Foram obtidas cervejas ale com a propor¢do malte/permeado de
55/45 e 90/10, utilizando para isso, permeado hidrolisado pela enzima B-
galactosidase e permeado n&o hidrolisado. A caracteriza¢cdo do permeado revelou
que este possui trés vezes mais lactose que o soro de queijo. A melhor condicao
de hidrélise enzimatica da lactose presente no permeado foi obtida empregando-
se 2,0 mL/L de B-galactosidase em 90 minutos, alcancando 92,5% de hidrdlise.
Nas cervejas com permeado hidrolisado observou-se que a presenca de
galactose aumentou o tempo de fermentacdo para 168h e a atenuacao real de
fermentagdo dos mostos também foi maior em comparagdo as cervejas com
permeado n&o hidrolisado, nos quais a lactose nao foi fermentada. As cervejas
90/10 com permeado hidrolisado e n&o hidrolisado receberam as maiores notas
na analise sensorial, tendo boa aceitagdo entre os provadores. Como nao houve
diferenca estatistica entre as duas, foi possivel reduzir custo e tempo na produgao
da cerveja 90/10 em escala piloto (120L) por ndo ser necessario 0 processo de
hidrolise enzimatica. O permeado concentrado de leite mostrou-se um excelente
adjunto na producdo de cervejas ale e quando empregado em baixa
concentracdo, produziu cervejas com boa aceitacdo sensorial.

Palavras-chave: Cerveja, Permeado de leite, Fermentagao, Adjunto.



ABSTRACT

SANTOS, B.B. Utilization of milk permeate as adjunct on the production of
ale beer. 2015. 109 p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia
de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2016.

Brazil ranks 3rd among the largest world producers of beer and the consumer
market is increasing steadily. Considering that the Brazilian consumer is looking
for new flavors and aromas to the beer, a possible solution for costs reduction
exploring such characteristics is using unconventional adjuncts that can increase
quality of the beverage, especially in getting good sensory characteristics. In
addition, aiming at sustainability, such adjuncts can be coproducts of processing
foods. The concentrated milk permeate, which is a dairy factory coproduct, is
obtained by milk ultrafiltration, comprising water, lactose and salts. In this work it
was development a process for the production of an ale beer using concentrated
milk permeate as adjunct. Ale beers were obtained from the proportion
malt/permeate 55/45 and 90/10, using both permeate hydrolyzed by B -
galactosidase enzyme and permeate not hydrolyzed. The characterization of the
permeate revealed that it has three times more lactose than cheese whey. The
best condition of enzymatic hydrolysis of lactose present in the permeate was
obtained using 2.0 mL/L of B-galactosidase within 90 minutes, reaching 92.5 % of
hydrolysis. It was observed that the presence of galactose in beers wort with
hydrolysed permeate increased fermentation time to 168 h and the real
attenuation of fermentation were also higher compared with non-hydrolysed
permeate beers, in which lactose is not fermented. The beers 90/10 with
hydrolyzed and non-hydrolyzed permeate received the highest scores in sensory
analysis, meaning a good acceptance among the tasters. Once there was no
statistical difference between them, it was possible to reduce costs and time in
beer 90/10 production on a pilot scale (120L) for not being necessary the
enzymatic hydrolysis process. The concentrated milk permeate has proved to be
an excellent adjunct in the production of ale beers. It produced ale beers with
good sensory acceptance when used in low concentration.

Keywords: Beer. Milk Permeate. Ale Fermentation. Adjunct.
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1 INTRODUGCAO

A histéria da cerveja mistura-se a histéria da humanidade e relatos
apontam que o surgimento da bebida se deu na Mesopotamia. Ha também
evidéncias de que a cerveja ja era fabricada na Babilénia em 6000 a.C (ALMEIDA
e SILVA, 2005).

Os egipcios fizeram a cerveja se tornar conhecida por outros povos
fazendo com que chegasse a Europa, e a partir dai espalhou-se para o resto do
mundo (ALMEIDA e SILVA, 2005).

Atualmente o Brasil aparece em 3° lugar entre os produtores mundiais de
cerveja (OLIVEIRA, 2013).

Entende-se por cerveja a bebida obtida pela fermentagcdo alcodlica do
mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acao da
levedura, com adi¢ao de lupulo (BRASIL, 2009).

Com a expansao e divulgacao da cultura cervejeira no pais, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 6rgdo responsavel pela regulamentacao
do setor, estuda a possibilidade de alterar a legislacdo e permitir a utilizacao,
como adjuntos cervejeiros, de produtos de origem animal como leite, mel, ou que
contenha ingredientes de origem animal, como o chocolate, além de ingredientes
como frutas, ervas, vegetais e flores no processo de fabricacao de cerveja (REIS,
2013).

Tais ingredientes sdo sugestdes do setor cervejeiro que busca aumentar a
concorréncia do produto brasileiro com cervejas importadas, nas quais o0 uso de
tais ingredientes ja € permitido em seus paises de origem, e também ofertar ao
consumidor brasileiro novas possibilidades de aromas e sabores para a bebida.

Segundo a legislacdo brasileira, adjuntos podem ser utilizados em
substituicdo parcial ao malte de cevada na fabricacdo da cerveja, desde que nao
excedam 45% em relacédo ao extrato primitivo, para que a bebida ainda possa ser
denominada “cerveja” (BRASIL, 2001).

Os adjuntos atualmente utilizados pelas grandes cervejarias sao outros
cereais, como milho e arroz, pois sao fontes mais baratas de agucares em relacao

ao malte de cevada. Contudo, principalmente as microcervejarias, tém procurado
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por novos adjuntos que possam agregar valor a bebida, principalmente na
obtencao de boas caracteristicas sensoriais.

O permeado de leite é um coproduto da industria de laticinios obtido
através do processo de ultrafiliracdo do leite e possui elevada concentracdo de
lactose.

A lactose, por ser um acucar, pode contribuir como extrato fermentavel
(quando submetida a hidrélise enzimatica para quebra em glicose e galactose) na
producdo de cerveja e ainda como extrato nao fermentavel, deixando um residual
doce e agregando sabor a bebida.

Tendo em vista que o permeado de leite contém trés vezes mais lactose do
que o0 soro de queijo e que ainda possui cerca de 82% de agua em sua
composicao, sua utilizagdo como um novo adjunto na fabricagdo de cerveja torna-
se uma alternativa inovadora para o desenvolvimento de uma bebida com alto

valor agregado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A CERVEJA NO BRASIL

Embora ja conhecida e consumida em outras partes do mundo, a cerveja
s6 chegou ao Brasil no século XVII junto com os holandeses, trazida pela
Companhia das indias Orientais. Em 1654 os holandeses deixaram o pais e a
cerveja desapareceu, reaparecendo apenas com a chegada da Familia Real
portuguesa que desembarcou no Brasil Colénia em 1808 (MORADO, 2009).

Nesta época a bebida alcodlica mais consumida era a cachaga, além de
vinhos e licores importados da Franca e de Portugal para atender a nobreza.

Em 1830 as familias de imigrantes comegaram a produzir cerveja, mas
apenas para seu proprio consumo. Até 1870 as cervejas inglesas dominaram o
mercado brasileiro devido a influéncia que a Inglaterra exercia sobre Portugal,
nesta época. Contudo, no século XIX o governo quadruplicou os impostos de
modo a impossibilitar a entrada de produtos estrangeiros no pais. Até este
momento a producéo de cerveja no pais se fazia artesanalmente e com muitas
dificuldades devido a falta de matérias-primas importadas como a cevada e o
lupulo, e principalmente por problemas como a refrigeracdo, pois se trata de um
pais tropical e as maquinas a vapor para resfriamento da bebida eram raras e
caras (MORADO, 2009).

Pequenas cervejarias surgiram no Rio de Janeiro, em S&o Paulo e no Sul
do pais antes de 1850 e algumas conseguiram alcancar a escala industrial de
producédo, como a cervejaria Henrique Kremer de Petropolis/RJ em 1854, que
passou a se chamar Imperial Fabrica de Cerveja Nacional em 1876 e que em
1898 mudou seu nome para Cervejaria Bohemia. Um ano antes surgiram também
duas cervejarias que fariam historia no pais: a Cia. Cervejaria Brahma e a Cia.
Antarctica Paulista (MORADO, 2009).

No inicio do século XX houve o surgimento de varias microcervejarias, 0
inicio da industrializacdo e a chegada de muitos imigrantes europeus ao Brasil.

Mas com o advento de duas Grandes Guerras 0 cenario mudou, pois houve
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impacto direto na producao da bebida devido a escassez de matérias-primas, o
que levou a uma drastica diminuicao na producao de cerveja (MORADO, 2009).

Vale destacar a fusdo entre a Cia. Antarctica Paulista e a Cervejaria
Brahma, em 1999, originando a AmBev — Companhia de Bebida das Américas. A
criagdo da AmBev e sua posterior fusdo com a belga Interbrew, originando a
InBev, foram os dois fatos mais marcantes da histéria da cerveja brasileira e
mundial. A partir de 2004 passou a ser denominada de AB InBev, pela fusdo com
a Anheuser-Busch (MORADO, 2009), e a nova empresa tornou-se a maior
produtora de cerveja do mundo cuja produgdo em milhdes de hectolitros
correspondeu a 21,0% da produgdo mundial no ano de 2014. (BARTH-HAAS
GROUP, 2015).

Em 2015, a AB InBev adquiriu a segunda cervejaria de maior volume de
produgao do mundo, a britdnica SABMiller e ambas agora representam 30,5% do
mercado mundial de cervejas. A compra foi anunciada como a terceira maior
fusdo empresarial da histéria (CERVEJARIAS..., 2015).

O mercado consumidor de cerveja apresenta-se fiel e crescente, sendo a
cerveja o principal produto do setor de bebidas. O mercado é afetado pela
sazonalidade, com aumento no volume de vendas no quarto trimestre do ano, por
causa da estacao do ano e das festividades do periodo (ROSA et al., 2006).

Nos ultimos anos, no setor cervejeiro brasileiro observa-se a producao de
novos estilos da bebida (OLIVEIRA, 2013).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), com intuito
de adequar os avangos tecnologicos e promover a igualdade de condicdes e
competitividade frente aos produtos importados, esta atualizando os padrbes de
qualidade da bebida. Segundo dados do Sistema Integrado de Produtos e
Estabelecimentos (SIPE/MAPA), 232 cervejarias e 1.110 tipos de cervejas estao
registrados no Brasil (OLIVEIRA, 2013).

Nos anos de 2010 a 2012 o Brasil ocupou o terceiro lugar entre os paises
produtores de cerveja no mundo, com uma producdo de 132.800 milhdes de
hectolitros da bebida em 2012. Em primeiro lugar esta a China e em segundo os
Estados Unidos. Os demais paises produtores com suas respectivas producoes

encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais paises produtores de cerveja de 2010 a 2012.

Producao de cervejas em milhdes de hectolitros

Pais 2010 2011 2012

1 CHINA 448.304 489.880 490.200

2 EUA 228.982 226.480 229.314

3 BRASIL 128.700 133.000 132.800

4 RUSSIA 102.930 98.140 97.400

5 ALEMANHA 95.683 95.545 94.618

6 MEXICO 79.889 81.500 82.500*

7 JAPAO 58.100 56.000 55.465

8 REINO UNIDO 44.997 45.694 42.049

9 POLONIA 36.000 36.000 37.800

10 ESPANHA 33.375 33.573 33.000
11 AFRICA DO SUL 29.600 30.870 31.500
12 UCRANIA 31.000 30.510 30.050
13 VIETNAM 26.500 27.800 29.800
14 HOLANDA 23.936 23.647 24.272
15 NIGERIA 17.600 19.596 24.000*
16 TAILANDIA 19.950 20.600 23.700
17 COLOMBIA 20.500 21.000 22.550
18 VENEZUELA 20.000 23.500 21.470
19 CANADA 19.647 19.515 19.525
20 iNDIA 15.600 18.500 19.500*

* Estimado

Fonte: Adaptado (BARTH-HAAS GROUP, 2013).

Na Tabela 2 relacionam-se os dez maiores grupos cervejeiros mundiais em

2014, dados anteriores a fusdo da AB Inbev com a SABMiller.

Tabela 2 - Volume de produgao dos dez maiores grupos cervejeiros mundiais em 2014.

Volume de  Porcentagem da
Posicao Cervejaria Pais p;:’i?#g:::;" nl?trl?\?jlila%a:e

hectolitros cerveja

1 AB InBev Bélgica 411,5 21,0%

2 SABMiller Reino Unido 187,8 9,6%

3 Heineken Holanda 181,3 9,3%

4 Carlsberg Dinamarca 122,8 6,3%

5 China Res. Snow Breweries China 118,4 6,0%

6 Tsingtao Brewery Group China 76,2 3,9%

7 Molson-Coors EUA/Canada 59,0 3,0%

8 Yanijing China 53,1 2,7%

9 Kirin Japéo 46,6 2,4%

10 BGl / Groupe Castel Franca 31,7 1,6%

Fonte: Adaptado (BARTH-HAAS GROUP, 2015).
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Segundo relatério do Barth-Haas Group (2013) a producgao de cerveja nas
Américas (Tabela 3) foi de 571,1 milhdes de hectolitros em 2012, sendo 5,8
milhdes de hectolitros a mais que no ano de 2011. O Brasil mantém-se como o
maior produtor na América Latina e seu consumo per capita de 62L perde apenas
para a Venezuela, com 75L per capita. A Ambev detém 69% da parcela de

mercado no pais, sendo seguida pelo grupo Brasil Kirin e Heineken (BARTH-
HAAS GROUP, 2013).

Tabela 3 - Populagao, PIB, producdo e consumo per capita de cerveja na América Latina no ano

de 2012.
Populacéao PIB em P;g:,lg:c;:‘e Consumo de
Pais em mi_Ih6es bilhées de milhées de cc_erveia per
de habitantes dolares hectolitros capita em litros

Brasil 196.7 2449.8 132.800 62
Colémbia 46.9 378.7 22.500 43
Venezuela 29.3 337.5 21.470 75
Argentina 40.8 472.8 16.700 44
Peru 29.4 184.9 13.200 49
Chile 17.3 2721 6.000 40
Equador 14.7 72.5 5.925 40

Fonte: Adaptado (BARTH-HAAS GROUP, 2013).

2.2 LEGISLACAO BRASILEIRA

Segundo o Decreto 6.871/2009 (BRASIL, 2009), que ainda encontra-se em
vigor, “cerveja € a bebida obtida pela fermentagéo alcodlica do mosto cervejeiro
oriundo do malte de cevada e agua potavel, por agdo da levedura, com adigéo de
[Gpulo”.

Parte do malte de cevada pode ser substituida por adjuntos cervejeiros,
desde que respeitado o limite de 45% em relagdo ao extrato primitivo. Quando se
tratarem de acUcares vegetais diferentes dos provenientes de cereais a quantidade

maxima de agucar empregada em relacao ao extrato primitivo serd menor ou igual
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a 10% em peso para cerveja clara e menor ou igual a 10% do extrato primitivo para
cerveja extra (BRASIL, 2009).

As cervejas brasileiras sdo classificadas de acordo com cinco critérios
(BRASIL, 2009):

- quanto ao extrato primitivo: em cerveja leve, cerveja ou cerveja comum,
cerveja extra e cerveja forte;

- quanto a cor: em cerveja clara, cerveja escura e cerveja colorida;

- quanto ao teor alcodlico: cerveja sem alcool e cerveja com alcool;

- quanto a proporgdo de malte de cevada: cerveja puro malte (composta por
100% malte de cevada, em peso), cerveja (a que possuir propor¢do de malte de
cevada maior ou igual a 55%, em peso) e cerveja de..., seguida do nome do
vegetal predominante, como por exemplo “cerveja de trigo” (quando a proporgéo de
malte de cevada for maior que 20% e menor que 55%, em peso);

- quanto a fermentag&o: de alta ou baixa fermentagéo.

No Brasil, diferentemente da legislacdo de outros paises, faz-se uma
distincdo entre a cerveja que nao foi submetida a processo de pasteurizacédo para
consumo, sendo denominada de Chope ou Chopp. Ressalta-se que a palavra
chope vem de schoppe, originaria do dialeto alemao, que significa “copo de meio
litro” (medida de volume utilizada pelos bares antigamente) (MORADO, 2009).

2.3 MATERIAS-PRIMAS

2.3.1 Malte

Malte é o produto obtido pela germinagao e secagem da cevada, devendo o
malte de outros cereais ter a designagado acrescida do nome do cereal de sua
origem (BRASIL, 2009). A cevada maltada é o cereal mais utilizado no mundo para
fabricacao de cerveja (PALMER, 2006a).

Embora a cevada de 6 fileiras contenha mais grédos por espiga estes sao
muito pequenos para fins de maltagem, apresentam menor teor de amido, maior
riqueza proteica e mais cascas (PALMER, 2006a). A cevada de 2 fileiras, de haste
curta e de verdo, é a melhor para fins cervejeiros devido a uniformidade do

tamanho dos graos, o que implica em maior teor de amido (extrato fermentavel).
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Apresenta também adequado equilibrio entre quantidade e qualidade de proteinas
que sao suficientes para nutricdo das leveduras durante a fermentagcdo e para a
formacao de espuma no produto final (TSCHOPE, 2001).

O grédo de cevada é constituido por uma casca externa (10-12%), pericarpo
e testa (2-3%), camada de aleurona (4-5%), endosperma amilaceo (77-82%) e
embrido (2-3%), conforme apresentado na Figura 1.

A casca é constituida de material celulésico, proteinas, resina e taninos em
menor quantidade, e apresenta importancia tecnologica, pois € o elemento filtrante
na etapa de filtracdo do mosto. A casca tem por fungédo proteger o grao e quando
lesada expbe o0 embrido a presenca de micro-organismos, como fungos e bactérias,
naturalmente presentes na matéria-prima, implicando na diminuicdo da qualidade
do produto (PALMER, 20063a).

Figura 1 - Estrutura do grao de cevada.
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Fonte: (PALMER, 2006a) - adaptado e traduzido pelo autor.

O endosperma amilaceo € um tecido de reserva que acumula amido no
interior de suas células. O amido é composto por cerca de 30% de amilose (de
cadeia linear) e 70% de amilopectina (de cadeia ramificada e elevado peso
molecular), que quando hidrolisadas compordao o extrato fermentavel do mosto
(VENTURINI FILHO; CEREDA, 2001).

Maltagem
A finalidade fundamental da maltagem é elevar o conteludo enzimatico dos

gréos de cevada ou de outros cereais, como milho, trigo e arroz, através da sintese

de enzimas, aumentando assim o seu poder diastatico, ou seja, seu potencial de
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hidrolisar o0 amido. As enzimas geradas sao de extrema importancia para a fase de
mosturagdo, pois catalisardo a quebra de macromoléculas em componentes
soluveis no mosto (PALMER, 2006a).

As etapas basicas de maltagem sdo a maceragcao, germinacao e secagem
ou torrefacdo (ALMEIDA e SILVA, 2005). Nesta ultima etapa incorpora-se a maior
parte do sabor caracteristico do gréo, determina-se a cor (quanto mais torrado o
malte, mais escura a cerveja) e o0 aroma (caramelo, chocolate, café, etc..)
(MORADO, 2009).

Segundo Reinold (2015) os maltes séo classificados como maltes base e
maltes especiais. Os maltes base sao os responsaveis por fornecer a maior parte
das enzimas necessarias a transformagdo do amido em acgucares fermentaveis
(possuem maior poder diastatico que os maltes especiais). Sdo considerados
maltes base o malte Pilsen (cor até 2 EBC') e o malte ale (cor até 5 EBC)
(PALMER, 2006a).

Segundo Palmer (2006a) os maltes especiais sdo produzidos a partir do
malte pale, que é aquecido a diferentes temperaturas de secagem e torrefagao
para produzir os tipos distintos de malte. Este autor cita como exemplos: malte
amber, sabor/aroma de nozes e biscoito, coloracdo de 100 a 140 EBC; malte
chocolate, sabor/aroma de melago e chocolate, coloracdo de 900 a 1100 EBC.

Os maltes especiais sao utilizados em menor proporcdo nas receitas,
podendo-se combinar diferentes tipos e quantidades de acordo com o estilo de
cerveja que sera produzido (REINOLD, 2015). Contribuem com caracteristicas
Unicas para a cerveja como sabor, cor, proteinas de médio peso molecular que

auxiliam na estabilidade da espuma e corpo, entre outras (REINOLD, 2015).
2.3.2 Lapulo

O lapulo (Humulus lupulus) é a flor cénica de plantas trepadeiras nativas das
regides temperadas da América do Norte, Europa e Asia. Sua utilizagdo se da
desde a Idade Média no processo de producdo de cervejas com a funcdo de
conservante natural, pois como o processo de fermenta¢ao ndo era controlado, e a

produgdo de cerveja nos meses muito quentes tornava-se dificil devido ao

' EBC s&o unidades de cor adotadas como referéncia na Europa, e podem se referir & cor do
malte ou a cor do mosto.
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desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes (MORADO, 2009). O ludpulo
apresenta acao antisséptica, pois os iso-a-acidos sao bacteriostaticos e contribuem
para a estabilidade do sabor e da espuma da cerveja (VENTURINI FILHO;
CEREDA, 2001).

Segundo Silva e Faria (2008) o lupulo se constitui de éleos essenciais (0,2-
3,0%), B-acidos ou lupulonas (1,5-9,5%) e de a-acidos ou humulonas (2,0-16,0%).
As proporcoes de cada um destes compostos dependem da variedade da planta,
podendo contribuir com mais ou menos amargor e aroma da bebida.

Os B-acidos contribuem em menor intensidade para o amargor e possuem
acao bactericida sobre bactérias gram positivas, agindo no transporte de
metabdlitos na membrana celular e alterando o pH intracelular, inibindo fortemente
o crescimento bacteriano (SILVA; FARIA, 2008).

Figura 2 - Estrutura dos 8 e a-&cidos do lupulo.

OH o}

B-Acid a-Acid

Fonte: (ROBERTS; WILSON, 2006).

Em pesquisa realizada por Almeida e Silva et al. (2014), avaliando o
potencial de a e B-acidos do lupulo no controle biocida do processo fermentativo
verificou-se que o uso de a-acido na concentragdo de 40 ppm propiciou reducao
das células vivas das bactérias L. casei e L. plantarum, de 10®° UFC/mL para 10°
UFC/mL. Quando testada a mesma concentracdo de a-acido na presenca de
Saccharomyces cerevisiae, observou-se que nao houve influéncia sobre o cultivo
desta levedura em condigcdo de aerobiose e com agitagdo (120rpm) em meio
sintético Sabouraud na temperatura de 25 C.
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O amargor proporcionado pelo lupulo equilibra a dogura dos acucares do
malte e proporciona um final refrescante, sendo uma caracteristica marcante em
alguns estilos de cerveja (MORADO, 2009). O principal agente do amargor é uma
resina chamada de a-acido, que é insolUvel em agua, mas quando submetida as
elevadas temperaturas da fervura do mosto sofre isomerizagao, convertendo-se em
iso-a-acidos, que sao solluveis em agua. Quanto maior o tempo de ebulicdo, maior
o percentual de isomerizagcdo e mais amarga a cerveja sera (ROBERTS; WILSON,
2006).

O amargor da cerveja acabada € mensurado pelo sistema Internacional de
Unidades de Amargor (International Bitterness Unit — IBU). IBU é a medida da
concentragao de iso-a-acidos na cerveja, sendo que 1 IBU corresponde a 1mg de
iso-a-acido por litro de cerveja (DANIELS, 2000).

Ha muitas variedades de lUpulo, mas estes podem ser divididos em duas
categorias gerais (PALMER, 2006b):

- Amargor: sao ricos em a-acidos (cerca de 10% de seu peso) e sao
acrescentados no inicio da ebulicao e fervidos durante cerca de uma hora;

- Aroma: possuem baixo teor de a-acidos e maiores proporcoes de B-acidos
e sao acrescentados no final da fervura e normalmente fervidos por 15 minutos ou

menos, para retencdo do aroma.
2.3.3 Agua

A agua €& o principal componente da cerveja e corresponde a
aproximadamente de 92 a 95% de seu peso (ALMEIDA e SILVA, 2005).

Para ser utilizada na brassagem néo pode apenas satisfazer os requisitos
de agua potavel, mas deve apresentar as seguintes caracteristicas:

- assegurar o pH durante a mosturagao;

- promover a extracdo dos componentes aromaticos e amargos do IUpulo;

- proporcionar uma boa coagulacao do trub durante a fervura do mosto;

- permitir a fermentacao asséptica;

- desenvolver cor, aroma e sabor caracteristico do estilo de cerveja a ser
fabricado (VENTURINI FILHO; CEREDA, 2001).

Historicamente as cervejarias originaram-se em locais que possuiam

suprimentos particulares de agua de qualidade. Os dados da Tabela 4 indicam
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como determinados centros cervejeiros tornaram-se famosos por determinados

tipos de cerveja, em consequéncia da composi¢ao da agua (TAYLOR, 2006).

Tabela 4 - Composi¢ao quimica (mg/L) de aguas cervejeiras famosas.

Burton Munich Londres Pilsen

Ca? 268 80 90 7
Mg®* 62 19 4 1
Na* 30 1 24 3
HCO;" 141 164 123 9
SO 638 5 58 6
Cr 36 1 18 5
NO;" 31 3 3 0

Fonte: (TAYLOR , 2006).

Uma maneira de caracterizar a agua utilizada nos processos cervejeiros é
através da quantificacdo da sua dureza, que é determinada pelo conteudo de sais
de calcio e magnésio (TAYLOR, 2006).

A “4gua dura” contém elevadas concentragbes de sais de calcio e de
magnésio em solucao, na forma de bicarbonatos, possui sabor mais intenso e é
considerada mais palatavel e benéfica para consumo. A “a4gua mole” tem o teor
mineral reduzido, geralmente sais de sédio e de potassio, tais como bicarbonatos,
sulfatos, cloretos, fluoretos ou nitratos. O sabor da agua mole tende a ser um
pouco mais saponaceo (TAYLOR, 2006).

Segundo Almeida e Silva (2005), a agua cervejeira para producédo de
cervejas tipo Pilsen deve apresentar alcalinidade menor ou igual a 50mg/L
(preferencialmente 25mg/L) e possuir concentragdo de célcio ao redor de 50mg/L.

Na fabricagdo da cerveja, a agua € utilizada na produgdo do mosto e na
padronizacao do teor alcodlico; na limpeza e esterilizagdo de tinas e tubulagées,
sendo para isso necessario ter baixa dureza; nas etapas de pasteurizagdo e no
resfriamento; na limpeza em geral da fabrica; e para alimentacdo das caldeiras
(TAYLOR, 2006).
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2.4 ADJUNTOS

A principal razdo para o uso de adjuntos € econdmica, pois apresentam
menor custo na produgdo de extrato. Além disso, quando n&o utilizados em
grandes proporcoes, reduzem o teor de nitrogénio soluvel no mosto, diminuindo a
possibilidade do desenvolvimento de bactérias laticas na cerveja, melhorando a
estabilidade coloidal, e consequentemente, aumentando a vida de prateleira do
produto (VENTURINI FILHO; CEREDA, 2001).

Os adjuntos cervejeiros usualmente utilizados séo: cevada, trigo, milho,
arroz, sorgo, aveia, batata, mandioca e centeio que podem se apresentar na
forma de cereais crus, grits, flocos, torrados, farinhas/amidos, xaropes e cereais
maltados (STEWART, 2006).

Estudos tém sido feitos para melhorar o desempenho de varios adjuntos e
examinar sua contribuicdo para as caracteristicas da cerveja (STEWART, 2006).

Carvalho (2009) estudou a producdo de cervejas com banana como
adjunto de malte. As cervejas de banana foram analisadas sensorialmente e
mostram-se estatisticamente preferidas em comparacao as amostras do mercado.

Santos (2011) desenvolveu uma cerveja utilizando 45% de quirera de arroz
preto como adjunto, obtendo bom rendimento no processo e resultando em uma
bebida de sabor agradavel e intenso.

Embora ainda ndo contemplado na legislacao brasileira (que esta sendo
revisada, com publicacdo prevista para o ano de 2016) pesquisas com
ingredientes de origem animal na produgdo de bebidas alcodlicas existem, bem
como a fabricacdo e comercializagao destas bebidas em ambito internacional.

O uso do mel na producgéo de bebidas é antigo, sendo o hidromel a bebida
fermentada mais conhecida. Alguns paises como Inglaterra, Canada, Estados
Unidos e Argentina comercializam cervejas com mel na sua composicao
(BRUNELLI, 2012). No Brasil, a Cervejaria Colorado, de Ribeirdo Preto, foi a
primeira a produzir uma cerveja utilizando mel de laranjeiras combinado com
malte de trigo e cevada (CERVEJARIA COLORADO, 2014).

Brunelli (2012) produziu e fez a caracterizagao fisico-quimica, energética e
sensorial de cervejas elaboradas com mel. A autora concluiu que a presenca de

mel como matéria prima cervejeira aumenta a fermentabilidade dos mostos, além
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de favorecer a formagcdo de CO, e elevar a formacao de espuma. A analise
sensorial mostrou que as cervejas fortes, produzidas com 15°Brix de extrato
original e com mel em sua composicdo obtiveram maior aceitacdo dos
provadores.

Hendges (2014) estudou a produgédo de cervejas de baixo teor alcodlico
utilizando quinoa malteada como adjunto de malte nas proporcoes de 10, 20, 30 e
45%. Concluiu que a utilizagdo de quinoa em diferentes proporc¢des possibilitou a
obtencdo de caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a de uma cerveja
produzida somente com malte. As cervejas produzidas com quinoa
proporcionaram maiores concentragées de aminodcidos livres no mosto e a
aceitagdo das cervejas foi semelhante as da amostra da cerveja puro malte e da
amostra de cerveja comercial.

As pesquisas envolvendo a utilizagdo do soro de queijo na producao de
bebidas alcodlicas sdo datadas desde 1969, com o trabalho de Yoo e Mattick
(1969) que pesquisaram o uso do soro doce e do soro acido para producao de
vinho. Parrondo et al. (2000) também estudaram a producdo de uma bebida
fermentada com baixo teor alcodlico a partir do permeado de soro. Dragone et al.
(2009) estudou a produgao e caracterizacdo de uma nova bebida alcodlica por
meio da fermentacdo descontinua do soro de queijo e posterior destilacdo do
produto fermentado e concluiu ser possivel obter uma bebida destilada com

aroma e sabor agradaveis a partir da fermentagéao do soro de queijo.

2.4.1 Permeado de leite

Atualmente, o queijo é o produto lacteo que consome maior volume de leite
em sua fabricagcéo, e consequentemente o responsavel pela produgéo de grande
volume de soro no pais (CARVALHO et al., 2013). Em média s&do gerados cerca
de 10L de soro para cada quilograma de queijo produzido (GIROTO;
PAELOWSKY, 2001).

Historicamente, este coproduto € utilizado na producao de bebidas lacteas,
doce de leite, soro em po6 e ricota e, principalmente, destinado a alimentacao
animal (CARVALHO et al., 2013).

O grande problema relacionado ao descarte do soro de queijo € seu

potencial poluente, apresentando Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) entre
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30.000 — 50.000 mg/L, que é aproximadamente 100 vezes maior que o do esgoto
doméstico (FARRO 2003? apud ZACARCHENCO et al., 2013).

O soro contém cerca de 50% do teor de sdlidos do leite e a lactose
representa cerca de 75% do total de sélidos do soro e assim contribui em grande
parte com o seu potencial poluente (ZACARCHENCO et al., 2012).

A lactose é o principal carboidrato presente no leite e no soro. E um
dissacarideo com baixo poder adogante e solubilidade relativamente baixa, que
nao é digerido facilmente por uma fracdo significativa da populacdo mundial
(CARRARA; RUBIOLO, 1994).

Algumas das bebidas notaveis produzidas com soro de queijo sdo o
“Milone”, obtido por fermentagdo com cultura kefir, e o soro de leite espumante
“Serwovit” produzido na Polénia (JELICIC et al., 2008).

Visando aproveitar a maior parte das proteinas presentes no soro e reduzir
o volume gerado, os laticinios tém investido no processo de ultrafiltracdo, que
permite o aproveitamento das proteinas presentes no soro, para obtencdo, por
exemplo, de concentrado proteico e de permeado (ZACARCHENCO et al., 2012).

Os processos de separagao por membranas como a ultrafiliracdo, osmose
reversa, microfiltracdo, dialise, eletrodidlise e pervaporacao ja sao utilizados por
diversos paises ha varias décadas (ZACARCHENCO et al., 2012).

A ultrafiltracdo é um processo efetivo para concentracdo ou fracionamento
de macromoléculas ou quando se deseja um permeado ultracristalino, livre de
quaisquer particulas em suspensdo (PETRUS®, 1997 apud CARMINATTI, 2001).

Além da obtencao do concentrado proteico de soro (CPS) a ultrafiltragao
também é empregada para separagdo da fase lipoproteica do soro, na
concentracao da fase lipoproteica do leite, para fabricacdo de queijos e iogurtes,
na concentracdo de sucos, entre outras aplicacbes (ZACARCHENCO et al.,
2012).

O permeado de soro é mais comumente obtido quando o soro doce é
processado por ultrafiltracdo (Figura 2). As proteinas do soro ficam retidas na

> FARRO, PCA. Utilizacdo do soro de queijo Minas frescal pré-tratado e microfiltrado:
efeitos da vazao volumétrica e da pressdo transmembrana no fluxo de permeado. 2003. 187
f. Dissertagao (Mestrado em Engenharia de Alimentos), UNICAMP, Campinas.

* PETRUS, J.C.C. Preparacdo, modificacdo e caracterizacdo de membranas assimetricas
para clarificacéo de suco de fruta. 1997. 139 p. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos),
UNICAMP, Campinas.
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membrana, enquanto pequenas moléculas como lactose e sais minerais passam

através da membrana, originando o permeado de soro (ZACARCHENCO et al.,

2012).

Figura 3 - Fluxograma de fabricagao de queijos e obtengao de caseina, concentrado proteico de

soro (CPS) e permeado de soro.
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Fonte: Adaptado (ZACARCHENCO et al., 2012).

A composicao do permeado de soro, soro doce e CPS apresentam-se na

Tabela 5.
Tabela 5 - Composi¢ao do permeado de soro, soro doce e CPS (base seca).
Permeado de soro  Soro Doce CPS
Proteina (%) 3,0-8,0 11 -14,5 34 - 36
Carboidrato (%) 68 — 85 63 -75 48 — 52
Lipideos (%) 1,5 1,0-1,5 3,0-45
Minerais (cinzas) (%) 8,0-20 8,2-8,8 6,5-8,0

Fonte: Adaptado (STOLIAR, 2009).
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Dentre as vantagens relatadas para uso do permeado de soro estdo: fonte
de célcio e de outros minerais do leite; incremento de cor em produtos de
panificagdo; potencial substituto do sal; realcador de sabor; funcionalidades
adicionais pelo alto conteudo de lactose (STOLIAR, 2009); produgcdo de bebidas
nao alcodlicas (com e sem hidrélise da lactose e em bebidas de frutas); producao
de bebidas alcodlicas (como “vinho de permeado”); melhora da retencdo de
umidade nos produtos de panificacdo; aplicagdo na industria farmacéutica e de
alimentos pelo isolamento de compostos bioativos, em especial o0s
galactoligossacarideos obtidos por reacao enzimatica a partir da lactose e os nao
oligossacarideos naturalmente presentes no leite (ZACARCHENCO et al., 2012).

Segundo Talabardon et al. (2000), na Suiga, grandes quantidades de
lactose sdo geradas pelos laticinios na forma de permeado de soro e permeado
de leite. Neste pais, o processo de ultrafiltragcao é frequentemente utilizado para a
concentracao do leite empregado na fabricacdo de produtos lacteos especiais,
como o queijo Feta, por exemplo.

No Brasil, grandes empresas do setor de lacteos, como por exemplo, a
DanVigor Industria e Comércio de Laticinios Ltda, tem aplicado o processo de
ultrafiltracdo diretamente no leite, conseguindo maior rendimento proteico e
reducao nas etapas do processamento do leite, ao invés de ter que recuperar, por
ultrafiltracdo, as proteinas do soro de queijo.

As proteinas retidas sdo utilizadas na fabricacdo dos chamados “Queijos
Frescal Ultrafiltrados”, cujo principal beneficio da ultrafiltracdo do leite € a maior
retencéo das proteinas, além de evitar o dessoramento comum neste tipo queijo e
também de iogurtes e outros derivados (DANUBIO, 2014).

O produto resultante da separagdo molecular dos componentes do leite
através do processo de ultrafiltragcdo é chamado de permeado de leite (Figura 3).
Quando concentrado através do processo de nanofiltragdo, que preserva as
caracteristicas do produto e o torna concentrado em lactose passa a ser chamado
de permeado concentrado de leite (DANUBIO, 2014).
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Figura 4 - Fluxograma de obtengéo do permeado de leite e permeado concentrado de leite.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Segundo Costa (1995) € possivel extrair lactose do permeado de leite e do
permeado de soro, e em fungdo do processamento adotado a composi¢do da
lactose em p6 obtida pode ser bem distinta.

Talabardon et al. (2000) estudaram a producao de acido acético através da
fermentacao do permeado de leite empregando culturas termofilicas.

Beucler et al. (2005) produziram e avaliaram sensorialmente bebidas nao
alcéolicas produzidas com diferentes concentracdes de permeado de leite.
Verificaram que as bebidas produzidas com 25 e 50% de permeado de leite,
hidrolisado ou ndo hidrolisado, ficaram mais semelhantes as bebidas comerciais
no sabor e aparéncia do que as bebidas produzidas com 75 e 100% de
permeado.

Fontes et al. (2015) também estudaram a aplicagdo do permeado de leite
na fabricacao de bebidas. Concluiram que pelas caracteristicas osmoliticas e pela
presencga de sais minerais 0 permeado pode ser empregado, em larga escala, na

producao de bebida para a reposicao de eletrélitos apds atividade fisica.

2.4.2 Soro de queijo como adjunto na fabricacao de cerveja
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A lactose presente no soro (cerca de 70% do teor de sélidos) torna-o
matéria-prima de interesse para producdo de bebidas alcodlicas (JELICIC et al.,
2008).

A cerveja com soro de queijo tem sido produzida desde 1940. O soro
sustenta esta producao devido as seguintes razées (WENDORF, 2008):

- 0 conteudo proteico do soro e a quantidade de minerais em estado
coloidal formam a base para um elevado grau de ligagdo do CO;

- apresenta, assim como 0 mosto, um elevado contetdo mineral;

- proporciona o desenvolvimento de um sabor de caramelo, semelhante ao
proveniente do malte torrado, principalmente como uma consequéncia da reagao
de escurecimento de lactose;

- a lactose é ligeiramente doce e ndo altera o sabor final da cerveja
(SIENKIEWICZ; RIEDEL*, 1990 apud WENDORF, 2008).

A cerveja de soro com baixo teor alcodlico (menor que 1,5%) é produzida
através da desproteinizacdo do soro, concentracdo, fermentagcdo da lactose
(usualmente pelas leveduras Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis)
ou adicdo de sacarose até atingir o contetdo requerido de alcool. Entretanto,
certa parcela de lactose é transformada em acido latico o que confere um sabor
4cido e refrescante ao produto final (JELICIC et al., 2008).

Segundo Jelici¢ et al. (2008) a cerveja de soro pode ser produzida com ou
sem a adicdo de malte, ser fortificada com minerais, hidrolisados de amido ou
vitaminas.

Contudo, possiveis problemas na fabricagdo de cerveja advindos da
utilizagéo do soro podem ocorrer como:

- contaminagao por micro-organismos presentes no soro;

- 0 conteudo lipidico pode interferir na formag¢ao de espuma da cerveja;

- surgimento de sabor levemente salgado;

- sabor e aroma indesejaveis pela baixa solubilidade das proteinas do soro;

- inabilidade das leveduras cervejeiras em fermentar a lactose.
(SIENKIEWICZ; RIEDEL*, 1990 apud WENDORF, 2008; JELICIC, et al. 2008).

* SIENKIEWICZ, T.; RIEDEL, C.L. Whey and whey utilization. 2nd ed., Gelsenkirchen-Buer:
Verlag Th. Mann, Alemanha, 1990.
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2.5 LEVEDURA

Leveduras sdao micro-organismos anaerobios facultativos que podem usar
tanto a via respiratéria quanto a fermentativa. Este grupo é adicionalmente
subdividido de acordo com a proporcao de acucares catabolizados em condicbes
aerobias (BRIGGS et al., 2004).

Leveduras fermentativas sao caracterizadas por altas taxas de
metabolismo do agucar, dos quais 10% ou menos € catabolizada pela respiragéo.
Saccharomyces (incluindo todas as cepas cervejeiras), Brettanomyces e
Schizosaccharomyces pertencem a esta categoria. Ja os tipos respiratérios séo
predominantes e consomem 70% ou mais de agucares por meio da respiragao.
Estes incluem Candida, Hansenula, Kluyveromyces e Pichia (BRIGGS et al.,
2004).

2.5.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € um micro-organismos unicelular do Reino
Fungi especialmente utilizado na produgéao de bebidas alcodlicas fermentadas e
destiladas e na panificacdo. Por sua caracteristica de anaerdbio facultativo,
depende da disponibilidade de oxigénio e da concentracdo e fontes de
carboidratos. Seu metabolismo pode ser aerébico e oxidativo ou fermentativo
(BRIGGS et al., 2004; RUSSEL, 2006).

As reagbes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagdo representam
os efeitos cumulativos do crescimento da levedura no mosto. O consumo de
nutrientes e a formacao de alcool, didxido de carbono e outros metabdlitos, que
em conjunto contribuem para a formacao da cerveja, sdo todos subprodutos do
crescimento da levedura (BRIGGS et al., 2004).

O trabalho de Hansen do Laboratério Carlsberg na Dinamarca na década
de 80 foi o primeiro a classificar a S. cerevisiae como levedura de alta
fermentacéao (ale) e S. carlsbergensis como de baixa fermentagéo (/ager). As duas
cepas se distinguiam taxonomicamente pela habilidade da levedura /lager

fermentar o dissacarideo melibiose (glicose-galactose), pela presenca do gene
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MEL que produz a enzima extracelular a-galactosidase (CARVALHO et al., 2006;
RUSSEL, 2006).

Pesquisas taxondmicas realizadas mais tarde, por volta de 1990,
reposicionaram a S. uvarum (antiga carlbergensis) como parte da familia S.
cerevisiae. (RUSSEL, 2006). Atualmente, todas as leveduras cervejeiras
tradicionalmente utilizadas na producéo de cervejas ale e lager sao cepas de S.
cerevisiae que representam em totalidade, um grupo diversificado de
microrganismos (CARVALHO et al., 2006).

Geralmente leveduras tipo ale preferem altas temperaturas de fermentacao
(18-22°C) comparadas com as do tipo lager (8-15°C). Estas temperaturas sao
normalmente adotadas, pois propiciam a producdo de compostos derivados da
levedura e de sabores desejaveis para a cerveja (BRIGGS et al., 2004). Quando
em temperaturas diferentes desta faixa ha& possibilidade da produgdo de
compostos de sabor altamente indesejaveis para a bebida. JA o aumento da
temperatura de fermentagédo leva a um aumento das concentragées de alcoois
superiores e seus ésteres (BRIGGS et al., 2004).

Saccharomyces é capaz de metabolizar diferentes tipos de agucares como
glicose, frutose, galactose, manose, sacarose, maltose e maltotriose produzindo
etanol como produto de fermentacdo. Contudo nao é capaz de fermentar lactose,
maltotrealose e dextrinas (WALKER, 1998).

Uma alternativa interessante para fermentacdo da lactose consiste na
hidrélise por [p-galactosidase e posterior fermentacdo por S. cerevisiae
(GONZALEZ SISO, 1996). Este processo pode ser desenvolvido em duas etapas
ou num unico passo com culturas mistas ou com a enzima e levedura co-
imobilizadas. No entanto, quando S. cerevisiae utiliza a mistura de glicose e
galactose como fonte de carbono, manifesta-se o crescimento diduxico ° e
rendimentos mais baixos na producdo de etanol, até mesmo para as estirpes
anteriormente adaptado & galactose (GONZALEZ SISO, 1996).

> Crescimento diguxico: comportamento apresentado por micro-organismos na presenga de uma mistura
de dois substratos. Hd uma fase /ag inicial, seguida pelo consumo do substrato mais facilmente assimilavel.
Ocorre entdo uma segunda fase lag de adaptagdo ao segundo substrato acompanhada pelo consumo do
mesmo.
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2.6 ENZIMA B-GALACTOSIDASE

A enzima B-galactosidase (EC. 3.2.1.23), popularmente conhecida como
lactase, € uma das hidrolases mais comumente estudadas (WHITAKER, 1994),
sendo responsavel por catalisar o residuo terminal p-galactopiranosil da lactose
para formar glicose e galactose (SANTIAGO et al., 2004). E uma enzima de
interesse para a area de alimentos, pois a hidrélise da lactose produz acucares
mais doces; como a lactose tem solubilidade limitada e tende a precipitar em
alimentos congelados, conferindo textura arenosa, a hidrélise parcial da molécula
previne esta alteracdo de textura; € utilizada para producdo de leite com baixo
teor de lactose destinado a pessoas com deficiéncia da enzima (WHITAKER,
1994).

As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre
vegetais (como améndoas, péssego, damasco, maca) e em 6rgaos de animais
(como intestino, cérebro, testiculos, placenta) (JURADO et al., 2002). Sao
produzidas comercialmente por fungos e leveduras, como Aspergillus niger,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e por bactéria como Escherichia
coli (COURI et al., 2008).

A hidrélise da lactose pode ser realizada por via acida ou enzimatica. A
hidrélise enzimatica € mais adequada que a hidrélise acida, quando se trata de
alimentos, pois permite condicbes moderadas de temperatura e pH durante o
processo, sem gerar subprodutos responsaveis pelo sabor, odor ou cor
desagradaveis, que sdo comuns nos meétodos &cidos. Além disso, a hidrolise
enzimatica ndo altera as propriedades nutricionais dos produtos lacteos
(LADERO et al., 2002).

Carminatti (2001) estudou a hidrélise da lactose presente no permeado de
soro de leite na concentracdo de 4,0% em reator de membrana, utilizando lactase
proveniente de Kluyveromyces lactis. Empregou diferentes condicbes de
temperaturas (30 a 50 °C), pH (de 4,0-7,0) e concentracado de enzima (de 400 a
2000 mg.L") . Observou que as melhores conversées, 90% e 100%, se deram
nas temperaturas de 30°C e 40°C, respectivamente, ambas em pH 6,0 e na
concentragdo de enzima de 1250 mg.L™.

A hidrélise da lactose a partir do permeado obtido do processo de
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ultrafiltracdo do leite foi estudada por Tremarin (2007). A hidrélise foi conduzida
em reatores utilizando dois tipos de membranas e dois tipos de enzimas
comerciais B-galactosidase provenientes de Kluyveromyces lactis. Em relacao a
atividade enzimatica a autora observou que a maior atividade da enzima
Lactozym se deu na concentracdo de 0,4 g.L"', a 40°C e pH 6,8 e a melhor
atividade da enzima Maxilact, na concentragéo de 0,2 g.L"", a 35°C e pH 6,8.
Matioli et al. (2001) caracterizou a enzima [-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis durante a hidrélise da lactose presente em leite em po6
desnatado de uma marca comercial. Concluiu que embora a enzima tenha
apresentado alta atividade a 45°C e pH 6,5 os resultados obtidos apontam para
um melhor aproveitamento da atividade enzimatica quando se trabalha em

temperatura menor ou igual a 40°C.

2.7 O PROCESSO CERVEJEIRO

A fabricacdo da cerveja € composta pelas seguintes etapas: moagem,
mosturacao, filtracdo ou clarificacdo do mosto, fervura e lupulagem, separacéao do
trub e resfriamento do mosto, fermentacdo, maturacao, filtracdo e envase, que

serdo abordadas a seguir com mais detalhes.

2.7.1 Moagem

Consiste em quebrar os graos de malte e de outros cereais com objetivo de
expor o amido contido em seu interior, melhorar o contato entre as enzimas e
substratos e aumentar a velocidade das reac¢des (TSCHOPE, 2001; MORADO,
2009). De acordo com Tschope (2001) em casos de moagem inadequada, como
a moagem muito grossa, estes objetivos ndo sdo alcancados e quando ha
moagem excessiva a quantidade de farinha gerada ocasiona curta duragao da
sacarificacdo e alta quantidade de maltose, prejudicando também a etapa de
filtragdo do mosto. Segundo este autor, o ideal é utilizar moinho de dois rolos com

distancia de 0,7mm entre os rolos.
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2.7.2 Mosturacao

A mosturacao consiste em adicionar agua ao malte moido e submeter esta
mistura a diferentes patamares de temperatura para agao das diferentes enzimas
(Tabela 6), variando de acordo com o estilo de cerveja a ser produzido
(TSCHOPE, 2001; MORADO, 2009).

O objetivo da mosturacdo € obter maxima produtividade de acucares
fermentaveis e limitada concentragdo de dextrinas nédo fermentaveis, para
fornecer qualidade sensorial a cerveja (BRANDAM et al., 2003).

A reacao mais importante na produgcado de cerveja certamente € a hidrédlise
do amido, pois esta determina a quantidade de carboidratos fermentaveis no
mosto e a graduacgao alcodlica final da bebida (BRANDAM et al., 2003).

Na producédo de cerveja, a etapa de mosturacao esté estritamente ligada a
uma série de reagdes enzimaticas onde enzimas e substratos sdo recuperados do
grao de malte. As trés principais reacdes enzimaticas que acontecem sao:

1. Hidrélise do amido gelatinizado em carboidratos fermentaveis;

2. Hidrdlise de proteinas em aminoacidos livres;

3. Degradacao das cadeias de B-glucano (BRANDAM et.al., 2003).

Para atingir os patamares de temperatura de cada enzima, a mosturacao é
usualmente operada com sucessivos aumentos de temperatura. Brandam et.al.
(2003) sugerem um primeiro descanso para desproteinizacdo e hidrélise de B-
glucanos a 50°C, sacarificagdo em 65°C e aumento final da temperatura para
76°C para assegurar a dissolugao final de pequenos graos de amido.

As enzimas B e a-amilases sdo as mais importantes do processo devido a
acao na hidrolise do amido e dos adjuntos amilaceos, convertendo-os em
acucares fermentesciveis e dextrinas ndo fermentesciveis (KROTTENTHALER et.
al, 2009).

Segundo Krottenthaler et al., (2009), a p-amilase é uma enzima que fica
60% inativa depois do mosto permanecer 10 minutos a 65°C. De acordo com
esses autores usualmente adota-se um descanso a 62°C, pois assim é possivel
aumentar a concentracao de maltose, contudo apenas depois de 20 minutos. A

a-amilase € mais termorresistente e continua apresentando 30% de atividade
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mesmo depois de 10 minutos a 80°C.

Tabela 6 - Temperatura e pH 6timos das enzimas na mosturagéo.

Temperatura

. " pH é6timo na
Enzima otlmaNna . mosturagéo Substrato Produto
mosturacao (°C)
Peptideos e
Endopeptidases 45-50 3.9-55 Proteinas aminoécidos
livres
Exopeptidase 40-50 5.2-8.2 Proteinas Am 'F oacidos
ivres
. . Proteinas e Aminoécidos
Carboxipeptidases 50 4.8-4.6 peptideos livres
a-glucanos de
a-amilase 65-75 5.6-5.8 baixo e alto Dextrinas
peso molecular
B-amilase 60-65 5.4-5.6 a-glucanos Maltose
Maltase 35-40 6.0 Maltose Glicose
Dextinase limite 55-65 5.1 Dextrina limite Dextrina
Hemicelulase 40-45 4.5-4.7 Hemicelulose Glucanos

Fonte: Adaptado (TSCHOPE, 2001; KROTTENTHALER et. al, 2009).

Na mosturagao utiliza-se a agua primaria, que é aquela necessaria para
maceracao do malte moido, originando o mosto primario (TSCHOPE, 2001).

Independente do estilo, ao final da etapa de sacarificacdo o controle da
degradacao do amido é aferido através do teste de iodo (solucdo a 0,2N). Para
isso uma amostra de mosto deve ser recolhida, sem a presenca de cascas,
resfriada e adicionada de gotas da solucdo de iodo, cuja coloracdo varia de
amarelo até azul escuro, sendo que o azul escuro resultante € o indicativo de
sacarificagao incompleta (TSCHOPE, 2001).
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2.7.3 Filtracao ou clarificacao

O principal objetivo da filtracado é produzir um mosto clarificado e obter a
quantidade méaxima de agucares (extrato) a partir dos materiais sélidos residuais
(EATON, 2006). Nesta etapa faz-se a separacao do mosto primario do bagaco de
malte.

O procedimento é realizado em filtro de placas, no caso das grandes
cervejarias, ou em tinas de clarificacdo, em cervejarias de menor porte. Em tinas
de clarificacdo utiliza-se um fundo falso que serve para a sustentacdo dos
elementos filtrantes, no caso as proprias cascas de malte (MORADO, 2009).

Uma quantidade de agua secundaria € utilizada para lavagem do bagaco,
para extrair parte do mosto primario que nele ficou retido. A temperatura da agua
nao pode ser maior que 80°C a fim de evitar a extragdo excessiva de polifendis,
que podem prejudicar o sabor da cerveja (MORADO, 2009). A proporgao entre
malte e dgua é importante, pois resultara na concentracao desejada do mosto.

Segundo Tschope (2001) uma clarificagdo bem sucedida tem as seguintes
vantagens:

- tempo de brassagem mais curto, reduzindo custos operacionais;

- otimizacao do rendimento do extrato, pressupondo custo mais baixo pelo

melhor aproveitamento da matéria-prima;

- evitar a produgdo de um mosto excessivamente turvo.

2.7.4 Fervura e lupulagem

Na etapa de fervura ocorre a evaporagdao da agua secundaria excedente,
tornando o mosto mais concentrado; coagulacdo do excesso de proteinas e
taninos dissolvidos contribuindo para melhorar a turbidez da bebida e separacao
do trub; e, transferéncia dos compostos amargos e aromaticos do lUpulo, que é
adicionado do inicio da fervura para conferir amargor e ao final da mesma, para
conferir aroma (TSCHOPE, 2001; EATON, 2006).

A fervura deve ser intensa, pois atua como tratamento térmico do mosto
antes da inoculacdo da levedura, eliminando microrganismos indesejaveis que

poderiam competir por nutrientes e gerar sabores indesejaveis (off-flavours). Além
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disso, € necessario que os vapores gerados na fervura sejam dissipados de modo
a permitir a liberacdo de aromas indesejaveis como o dimetil sulfeto (DMS),
considerado indesejavel na bebida por conferir sabor de vegetais cozidos
(MORADO, 2009; EATON, 2006). O DMS é gerado no mosto durante a fervura
pela reducao do S-metil-metionina (SMM), que € um composto produzido durante
a malteacao da cevada (PALMER, 2006b).

A formagéo de compostos responsaveis pelo sabor, aroma e coloragao da
cerveja também se desenvolve nesta etapa pelas reacées de caramelizacao e
reacdo entre agucares e aminodcidos contidos no mosto, chamada reacao de
Maillard (TSCHOPE, 2001; MORADO, 2009).

2.7.5 Separacao do trub e resfriamento do mosto

Segundo Palmer (2006b) o termo trub refere-se ao sedimento depositado
no fundo do fermentador, que é composto pelo “trub quente”, “trub frio”, material
residual insoluvel do lupulo, e eventualmente levedura inativa. O “trub quente” é
um aglutinado composto pelo lupulo adicionado na fervura e por proteinas e
taninos que coagularam também durante esta etapa (EATON, 2006). O “trub frio”
€ um aglutinado de pequenas particulas que coagularam apés o resfriamento do
mosto até 60°C (PALMERDb, 2006; EATON, 2006).

O processo mais utilizado para separacao do trub é o de sedimentagcao. O
mosto é bombeado para um tanque cilindrico (whirlpool) construido por entradas
laterais tangenciais, de modo que o frub se concentre no fundo do mesmo pela
acao da forga centripeta, com saida do mosto clarificado pelas saidas laterais
(MORADO, 2009; TSCHOPE, 2001).

No resfriamento, normalmente sdo empregados trocadores de calor do tipo
placas. Deve-se resfriar 0 mais rapidamente possivel a fim de evitar a formagéo
de aromas indesejaveis, como o DMS, e contaminagédo. O mosto resfriado € entao
aerado, com difusor de material poroso, para que a levedura tenha oxigénio
disponivel para multiplicagao celular (TSCHOPE, 2001).

2.7.6 Fermentacao
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O processo basico de fermentacao consiste no fato de a levedura utilizar os
acucares contidos no mosto para produzir alcool, diéxido de carbono (COy),
massa celular e compostos de aroma (BRIGGS et al., 2004; EATON, 2006).

Durante a fermentacao, o objetivo primordial da levedura é gerar energia
na forma de trifosfato de adenosina (ATP) que serd empregada na realizacao de
atividades fisiolégicas e biossinteses, necessarias a manutencdo da vida,
crescimento e multiplicagdo. O etanol e o CO; resultantes se constituem tao
somente de produtos de excrecao, sem utilidade metabdlica (CARVALHO et al.,
2007).

A fermentacdo dos mostos cervejeiros pode ser influenciada por varios
fatores como: composicdo do mosto, temperatura de fermentagdo, nivel de
oxigénio inicial, concentragdo e viabilidade celular e concentracdo de etanol
(CARVALHO et al., 2007).

A quantidade de levedura utilizada no processo fermentativo, segundo
Venturini Filho e Cereda (2001) deve ser tal que resulte numa concentragdo de 5
a 15 milhdes de células de levedura por mililitro de mosto. Segundo Almeida e
Silva (2005), embora a composicao dos mostos seja variavel e diferentes cepas
sejam utilizadas, uma fermentacao requerera 1,0 ppm de oxigénio dissolvido e
10° cel/mL por cada 1 °P de extrato no mosto.

Cervejas ale sao fermentadas com leveduras de alta fermentacao,
inoculadas em um mosto resfriado a 16°C e fermentadas de 15-20°C por um
periodo de 2 a 3 dias (BRIGGS et al., 2004).

No inicio da fermentagdo, apos inoculacdo, as leveduras possuem baixa
atividade (fase /ag). Conforme consomem oxigénio disponivel para sua
multiplicacdo celular tornam o ambiente anaerdbio, propicio ao transporte de
acucares para o meio intracelular, onde piruvato serd metabolizado a etanol e
CO2 (EATON, 2006).

Além de etanol e CO, também sao subprodutos da fermentagéo o diacetil,
alcoodis superiores, aldeidos, ésteres e acidos carboxilicos, como disposto na
Tabela 7. Obviamente a formacao de tais compostos depende do tipo de levedura
utilizada, da quantidade de in6culo, da temperatura e duragdo da fermentagéao
(TSCHOPE, 2001).

Alguns compostos sao indesejaveis e precisam ser removidos durante a

fermentacdo ou maturacdo, como o diacetil, que proporciona um sabor/aroma de
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manteiga (EATON, 2006). O diacetil € o mais critico, pois apresenta baixo limiar
de percepgao na faixa de 0,1 ppm.

Tabela 7 - Subprodutos de fermentagédo com respectivos sabor/aroma que conferem a cerveja.

Limiar de
Subprodutos Composto percepcao (ppm) Sabor/Aroma
o Isobutanol 10 - 60 Alcool
AICO.O'S 3-metil-butanol 30-70 Solvente, banana
superiores
2-fenil-etanol 28-125 Rosas, remédio
Dicetonas Diacetil 0,1-0,15 Manteiga
Vicinais 2,3 - pentanodiona 1,0 Mel
Acetato de etila 25-30 Solvente, acucar refinado
Esteres Acetato de isoamila 1,0-1,6 Frutas, banana
Dodecanato de etila 3,5 Gordura
, Acido butirico 1,2-2,2 Quesijo rango
OACJdQS Acido octanéico 10-13 Oleo, gordura
rganicos )
Acido dodecandico 6,0 Gordura

Fonte: Adaptado (TSCHOPE, 2001).

Ao fim da fermentacéo, as leveduras comeg¢am a flocular, sedimentando ou
flutuando no fermentador. Uma boa separagéao da levedura é importante para se
obter uma bebida de sabor agradavel e clarificada. Facilita também as etapas
seguintes do processo e a recuperacdo da levedura para utilizagdo em
fermentagdes posteriores (EATON, 2006).

2.7.7 Maturacao

Segundo Almeida e Silva (2005), a etapa de maturagéo tem por objetivos:

a) iniciar a clarificacao da cerveja mediante a remocéao, por sedimentacao,
das células de levedura, de material amorfo e de componentes que causam
turbidez a frio na bebida;
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b) saturar a cerveja com gas carbb6nico, através da fermentacao
secundaria;

c) melhorar o aroma e sabor da bebida, através da reducdo da
concentracao de diacetil, acetaldeido e acido sulfidrico, bem como o aumento do
teor de éster;

d) manter a cerveja no estado reduzido, evitando que ocorram oxidacgoes
que comprometam sensorialmente a bebida.

Segundo Venturini Filho e Cereda (2001), a maturacao é conduzida a baixa
temperatura, normalmente 0°C para cervejas lager, por um periodo que varia de
duas a quatro semanas.

Durante a maturagdo desenvolvem-se reagdes fisico-quimicas que
transformam a bebida, aperfeicoando seu paladar pela produgédo de sabores e
aromas acompanhados pela reabsorcdo do diacetil pela levedura e da
carbonatagao natural da bebida (EATON, 2006).

2.7.8 Filtracao

A filtracdo produz uma cerveja brilhante e translicida, pela remog¢ao de
pequenas particulas e células de levedura, contribuindo para estabilidade da
bebida durante sua vida de prateleira (EATON, 2006). .

O filtro é geralmente a ultima oportunidade de fazer corregcdes na cerveja
antes da embalagem final. Normalmente, os ajustes podem ser feitos no nivel de
carbonatagao, adicionando ou removendo CO., correcdo da cor pelo uso de
corantes como caramelo, adicdo de produtos do lupulo para corrigir amargor,
melhorar a espuma ou evitar a oxidagdo pela luz e adicdo de agua de-aerada
para correcao do teor de alcool (EATON, 2006).

Segundo Morado (2009), o método mais utilizado € a filtragcdo com uso de
terra diatomacea ou diatomita, um mineral rico em silica constituido da carapaca
de algas diatomaceas. A terra diatomacea é dosada de acordo com o volume de
cerveja e forma uma camada filtrante nos suportes metalicos dos filtros. Algumas
empresas fazem uso adicional de centrifugas para reduzir a quantidade de células

em suspensao, aumentando a eficiéncia do processo.
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2.7.9 Envase

O envase pode ser feito diretamente em barris, latas ou garrafas e neste
ponto especial cuidados com assepsia dos recipientes e instalacées deve ser
tomado para evitar a contaminacéo da bebida (EATON, 2006).

Para permitir o consumo em casa e em locais de dificil acesso, a bebida
envasada em latas e garrafas deve passar pelo processo de pasteurizagéo ja que
a cerveja é de rapida deterioragdo. A pasteurizacdo proporciona a estabilidade
microbioldgica da bebida (MORADO, 2009).

2.8 ANALISE SENSORIAL

Segundo a Associacado Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1993) a
analise sensorial € a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos como sao percebidas pelos
sentidos da vis&o, olfato, gosto, tato e audicao.

A qualidade da cerveja é usualmente baseada na reacao do consumidor a
uma mistura complexa de expectativas, como: estilo da cerveja, a marca e
publicidade, cor, translucidez, espuma, sabor e aroma, temperatura, copo em que
é/sera servida, carbonatacdo e sensacéo na boca (PHILLISKIRK, 2006).

A andlise sensorial € uma ferramenta valiosa no monitoramento e controle
de qualidade da cerveja (PHILLISKIRK, 2006). E comumente é realizada por uma
equipe treinada ou nao que foi montada para analisar determinadas
caracteristicas de um produto como, por exemplo, selecdo de uma nova matéria-
prima, efeito da mudanga no processamento, a qualidade de textura, o sabor, a
aprovacao do consumidor, entre outros (TEIXEIRA, 2009).

Dentre os métodos empregados para analise sensorial destacam-se o0s
Métodos Afetivos que objetivam verificar a aceitabilidade do mercado consumidor.
Através do Teste de Preferéncia obtém-se a preferéncia e o grau de satisfagcao do
consumidor com um novo produto e/ou pelo Teste de Aceitagdo a probabilidade
de adquirir o produto testado (TEIXEIRA, 2009).
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A escala hedbnica é aplicada quando se deseja medir graus de satisfagao.
As escalas hedbnicas expressam o grau de “gostar ou desgostar” através da
descricao das apreciacdes (que depois sdo convertidas em pontos), possuindo
sempre um ponto central de indiferenca; logo, apresentando nimero impar de
classificagdes, variando, geralmente, entre trés e nove (TEIXEIRA, 2009).

Segundo Teixeira (2009) “a qualidade sensorial do alimento e a
manutencdo da mesma favorecem a fidelidade do consumidor a um produto
especifico em um mercado cada vez mais exigente”.
3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver um processo para a
producdo de uma cerveja de alta fermentacao, utilizando o permeado concentrado
de leite como adjunto de fabricacao, e avaliar a aceitagao sensorial.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o permeado concentrado de leite;

- Realizar estudo da vida de prateleira do permeado concentrado de leite;

- Determinar a melhor condicdo para hidrolise da lactose presente no
permeado concentrado de leite;

- Obter cervejas com a proporgdo malte/permeado de 55/45 e 90/10,
utilizando para tanto o permeado hidrolisado e n&o hidrolisado;

- Efetuar o estudo cinético da fermentagao dos diferentes mostos;

- Avaliar sensorialmente as bebidas e sua aceitacao pelo consumidor;

- Produzir em escala piloto da cerveja mais aceita na analise sensorial.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Agua

A agua empregada na elaboragcdo dos mostos cervejeiros foi obtida do
poco artesiano da Faculdade de Engenharia de Lorena, Campus |, e filtrada em
dois filtros de particulas em série. Segundo Aizemberg, 2012, que realizou analise
fisica e quimica desta agua, sua composi¢cao tem as seguintes caracteristicas: pH
6,66, dureza total 26 mg/L, e cloretos 1,2mg/L.

4.1.2 Malte

Para producdo dos mostos utilizou-se o malte tipo Pilsen, gentilmente
doado pela Malteria do Vale S/A. As caracteristicas do malte encontram-se na
Tabela 8.

Tabela 8 - Laudo do malte tipo Pilsen.

Analises Resultados Analises Resultados
Aspecto, Cor e Odor do Normais Aroma do mosto Normal
malte
Turvagéo - Aspecto do >45- . o
mosto Opalescente Umidade (%) 4,0
Extrato M.F. i.a. (%) 81,5 Diferenca de Extrato (%) 1,6
Cor do mosto (EBC) 3,8 E:Eoég)o mosto apos fervura 6,0
Sacarificagao (min) <10 Yrks%%sgade 8,6°P 1,55
Nitrogénio Soluvel Malte , o
s.s. (Mg/100g) 655 Proteina Total s.s. (%) 10,0

g Amino Nitrogénio Livre
Poder diastasico (WK) 268 FAN (mg /100 g) 136
pH do mosto 6,05 (Brﬁéa/ll_g;lucanos no mosto 165

Fonte: MALTERIA DO VALE S/A
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4.1.3 Lapulo

Utilizou-se o lupulo da variedade Zeus com 13,9% de a-4cidos, na forma de

pellets. O lupulo foi gentilmente doado pela Malteria do Vale S/A.

4.1.4 Levedura ale

A levedura utilizada foi Saccharomyces cerevisiae de alta fermentagéo,
Safale-US-05® gentilmente doada pela Fermentis através de seu representante
WE Consultoria.

Trata-se de uma levedura ale americana, indicada para produzir cervejas

com baixo teor de diacetil em temperatura de fermentacao que varia de 12-25°C.

4.1.5 Permeado Concentrado de leite

O permeado concentrado de leite, obtido através da ultra e nanofiltragédo do
leite, conforme descrito na Figura 4, foi gentilmente doado pela DanVigor Industria
e Comércio de Laticinios Ltda, situada na cidade de Cruzeiro, SP.

Foram utilizados 5 lotes do permeado concentrado de leite, a saber:

- um lote para caracterizagcao do produto e estudo da vida de prateleira;

- um para determinacdo da melhor condicdo de hidrolise enzimatica da
lactose;

- um para producao da cerveja com permeado nao hidrolisado;

- um para producgdo da cerveja com permeado hidrolisado;

- e um para producdo em escala piloto da cerveja mais aceita na analise
sensorial.

4.1.6 Enzima B-galactosidase

A enzima lactase (B-galactosidase comercial) foi gentilmente doada pela
Prozyn Biosolutions. Trata-se de uma enzima, na forma liquida, produzida por
fermentacdo de uma cepa especifica de Kluyveromyces lactis, que contém 5000
NLU/g. Foi mantida em geladeira a 4°C, em sua embalagem original. Segundo a
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ficha técnica do produto as condicées 6timas de operacao da enzima sdo: pH 6,0

— 7,0 e temperatura de 40 °C.

4.1.7 Extrato de lupulo

Utilizou-se “Extrato de Luapulo” contendo o-acidos, p-acidos, Oleos
essenciais e diluente, que foi cedido por S.S. Steiner (Estados Unidos), com

concentracao de a-acidos de 51,6%.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao do permeado concentrado de leite

A caracterizagdo do permeado concentrado de leite, bem como de uma
amostra de soro de queijo obtido através do processamento de queijo minas
padrao (gentiimente doado pela Cooperativa de Laticinios de S&o José dos
Campos) foi realizada pelo Centro de Tecnologia de Laticinios — TECNOLAT /
ITAL. Julgou-se necessario caracterizar o soro de queijo para explicitar as
diferencas na composicdao em relacdo ao permeado concentrado de leite. As
andlises realizadas foram:

- Teor de Nitrogénio Total - método de Kjeldahl (BRASIL, 2006;
INTERNACIONAL DAIRY FEDERATION, 1964);

- Lipidios totais (BRASIL, 2006);

- Extrato seco total (BRASIL, 2006; INTERNACIONAL DAIRY
FEDERATION, 1982);

- Cinzas (HORTWITZ, 2000);

- pH (BRASIL, 2006; INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2005a);

- Acidez titulavel (BRASIL, 2006);

- Determinacéao de lactose (ACTON, 1977);

- Umidade.
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4.2.2 Estudo da vida de prateleira do permeado concentrado de leite

O estudo da vida de prateleira do permeado concentrado de leite foi
realizado visando determinar sua validade para situacdes que pudessem requerer
armazenamento prolongado.

A escolha dos a-acidos do lupulo como método de conservagéo justifica-se
pelos estudos encontrados na literatura (ALMEIDA e SILVA et al., 2014; SILVA;
FARIA, 2008) relatando seu efeito antimicrobiano frente a bactérias laticas, em
especial Lactobacillus, pelo fato de ser um tratamento com grande facilidade de
aplicacao e pelo lupulo ser ingrediente de importancia no processo cervejeiro.

Escolheu-se também empregar a pasteurizagdo a 65%30min pelo amplo
uso como método de conservagao de alimentos.

O permeado concentrado de leite utilizado foi proveniente de um mesmo
lote do produto e apoés recebimento distribuiu-se 1L de permeado em 14
Erlenmeyers estéreis com capacidade para 2L.

Foram realizados 7 ensaios, em duplicata, conforme tratamentos dispostos
na Tabela 9.

Tabela 9 - Ensaios para estudo da vida de prateleira do permeado.

Ensaio Permeado
1 in natura

Permeado pasteurizado

Permeado in natura com 40 ppm de a-acido
Permeado in natura com 30 ppm de a-acido
Permeado in natura com 20 ppm de a-acido

Permeado in natura com 10 ppm de a-acido

N OO o AW

Permeado in natura com 5 ppm de a-acido

No ensaio 2, fez-se a pasteurizagdo do permeado a 65°C por 30 minutos
no proprio Erlenmeyer, seguido de resfriamento rapido.

Para os ensaios com adicdo de a-acidos preparou-se uma solucdo do
“Extrato de Lupulo” diluida em &lcool etilico absoluto. Diferentes volumes desta
solugéo foram adicionados ao permeado para obter concentragbes de 40, 30, 20,
10 e 5 ppm de a-acidos.
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Todos os ensaios foram mantidos na temperatura de 5+2°C. Foram
retirados 10 mL de amostras ao longo de até 31 dias de experimento. As
amostras foram analisadas quanto a acidez titulavel (INSTITUTO ADOLF LUTZ,
2005b) e pH (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2005a).

Uma amostra adicional de 30 mL dos ensaios com permeado in natura,
pasteurizado e com 40 ppm de a-acidos, retiradas no 22° dia do experimento,
foram submetidas a contagem em placas de bactérias laticas.

As amostras de permeado in natura, pasteurizado e com 40 ppm de o-
4cidos foram diluidas a 10°, 10° e 10" em solug&o salina estéril (4gua destilada e
1,0% de cloreto de sédio).

Foram utilizados dois tipos de meios de cultura. O meio PCA (Plate Count
Agar) composto por 0,5 g/L de triptona, 2,5 g/L de extrato de levedura, 1,0g/L de
glicose e 9,0g/L de agar. E o meio MacConkey Agar composto por 20g/L de
peptona, 10g/L de lactose, 1,5¢/L sal de bile, 5,0g/L de cloreto de sodio, 0,03g/L
vermelho neutro, 0,001g/L de cristal violeta e 15g/L de Agar. Os meios foram
preparados nas concentracoes de 17,5g/L para PCA e 51,5g/L para o &agar,
conforme orientagao do fabricante.

O meio MacConkey é utilizado na identificacdo de bacilos gram negativos e
permite verificar se houve ou ndo a fermentagéo da lactose.

Os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos e em seguida
distribuidos em placas de Petri esterilizadas descartaveis. Fez-se o plaqueamento
das amostras em duplicata.

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 37°C por 48h. Apéds o
periodo de incubacdo, com o auxilio do contador, efetuou-se a contagem em
placas cujas diluicdes apresentavam entre 10 e 300 unidades formadoras de
colénias (UFC). O resultado foi expresso em UFC por mililitro, sendo calculado
pelo numero de colénias multiplicado pela diluicdo da amostra e pelo volume
plagueado.

4.2.3 Determinacao da condicao de hidrélise enzimatica da lactose
Pelo fato de Saccharomyces cerevisiae ndao ser capaz de fermentar a

lactose, mas apta a fermentar glicose e galactose, determinou-se a melhor

condicao de hidrolise da lactose presente no permeado concentrado de leite
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realizando 5 ensaios, em duplicata. Adotou-se o pH 6,5 e a temperatura de 40°C
como padrao para todos 0s ensaios, variando-se apenas a concentracao de [3-
galactosidase utilizada (Tabela 10).

O pH do permeado foi ajustado com acido latico 0,1M ou hidroxido de
sodio 50%, conforme necessidade.

Tabela 10 - Condigdes testadas da hidrélise enzimatica da lactose por B-Galactosidase, em pH
6,5 e 40°C.

Ensaio Concentracado de p-Galactosidase (mL/L)
1,0
1,0 + 40 ppm de a-acidos
1,5
2,0
3,5

a ~ W0 N =

A hidrdlise enzimatica da lactose foi conduzida em banho-maria regulado
para promover 60 agitagbes por minuto utilizando para isso Erlenmeyer de 250
mL contendo 125 mL de permeado.

Quando o permeado atingiu a temperatura de 40°C a enzima foi adicionada
nos ensaios 1, 2, 3, 4 e 5 sendo que no ensaio 2 adicionou-se também a solugéo
de “Extrato de Lupulo” diluida em alcool etilico absoluto para fornecer 40 ppm de
a-acidos. O tempo de ensaio comegou a ser contado quando se fez a adicdo da
enzima. Durante os 180 minutos de duracédo, amostras de 1,0 mL foram retiradas
a cada 15 minutos. Todas as amostras, assim que retiradas, foram colocadas em
banho-maria a 100°C por 5 minutos para inativacao da enzima.

As amostras inativadas foram centrifugadas por 10 minutos a 12000rpm e
0s sobrenadantes guardados em tubos ependorff a -18°C para posterior analise.

Depois de estabelecida a melhor condicdo para hidrélise da lactose
presente no permeado, um novo lote de permeado foi hidrolisado, seguindo a
metodologia ja descrita, para ser utilizado na producao dos mostos.

Nos trabalhos envolvendo a hidrélise da lactose presente no soro de queijo
e permeado de soro normalmente utiliza-se um kit enzimatico para determinagéo
da glicose. Contudo, no estudo feito por Tremarin (2007) verificou-se que as
peptonas presentes do permeado interferem nesta determinacao pela agéo sobre
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os reagentes do kit. Por este motivo, as concentragcdes de acucares foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

As concentracdes de lactose, glicose e galactose foram determinadas por
HPLC com detector de indice de refracado, coluna HPX87H, temperatura de 45°C,
acido sulfarico 5mmol/L como eluente em um fluxo de 0,6 mL/min e volume de
amostra de 20ul. Antes de serem injetadas, as amostras foram diluidas 10 vezes
com agua deionizada. As concentragdes de lactose, glicose e galactose foram

calculadas a partir de curvas de calibracao obtidas com solucdes padrao.

4.2.4 Producao das cervejas

4.2.4.1 Preparacdo dos mostos

Neste trabalho foram produzidas cervejas com 5 mostos distintos:

- Mosto Puro Malte, 100/0 malte/permeado;

- Mosto com 55/45, malte/permeado nao hidrolisado;

- Mosto com 90/10, malte/permeado nao hidrolisado;

- Mosto com 55/45, malte/permeado hidrolisado;

- Mosto com 90/10, malte/permeado hidrolisado.

Os ensaios foram feitos em duplicatas, exceto a cerveja puro malte, que foi
feita em triplicata.

A relagdo malte/permeado de 55/45 se justifica pela legislacdo permitir a
substituicdo de até 45% do malte de cevada por adjuntos para que a bebida
continue recebendo a denominagédo de cerveja. E, como néo existe um padrao
para substituicdo do malte por adjuntos de origem animal, nos mostos 90/10
optou-se por seguir a indicacdo da legislacdo para agucares vegetais diferentes
dos provenientes de cereais, onde a quantidade maxima de agucar empregada em
relacédo ao extrato primitivo deve ser menor ou igual a 10%.

Padronizou-se produzir um volume de 8,0L de mosto para a escala de
bancada, com 12°P e 20 IBU. Os calculos de malte, permeado concentrado de
leite, agua primaria e lupulo encontram-se no Apéndice A.

A producao das cervejas seguiu as etapas descritas na Figura 5. Ressalta-

se que para o mosto puro malte ndo houve adicdo de permeado, apenas agua
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priméria. Para os outros mostos a adicdo de permeado tanto hidrolisado como

nao hidrolisado foi feita juntamente com a agua primaria.

Figura 5 - Fluxograma de produgéo das cervejas.
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Fonte: Préprio autor.

Foram separadas as quantidades de agua primaria, malte e ldpulo para a
produgcédo do mosto puro malte, e as mesmas matérias-primas e permeado para a
producdo dos mostos 55/45 e 90/10. A moagem do malte Pilsen foi feita a seco
em moinho de 2 rolos com distancia de 0,7mm (marca Mec Bier).

A mosturacao foi realizada pelo processo de infusdo. Transferiu-se a agua,
do mosto puro malte, e 4gua e permeado, dos outros mostos, para uma tina de
mostura dotada de um filtro tipo bazooka. A mistura foi aquecida até 55°C para

permitir que, apds a adicdo do malte, a temperatura diminuisse para 50°C,
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atingindo a temperatura 6tima de atuacdo das proteases. Os tempos e
temperaturas adotados no processo estdao demonstrados na Figura 6. Ao fim da
rampa de 72°C foi feito o teste de sacarificagdo do amido através do Teste de
lodo 0,2N, sendo confirmada a completa hidrélise, pela auséncia da coloracao

roxo-azulada. O mosto foi aquecido a 78°C para inativagao das enzimas.

Figura 6 - Programagéao de tempo e temperatura no processo de mosturagao.
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Fonte: Préprio autor.

Na tina de mostura, o mosto primario foi clarificado por recirculagéo, sendo
a proépria torta de bagaco, usada como elemento filtrante, e separado do bagaco
do malte. O mosto primario foi escoado e transferido para a tina de fervura e a
torta de bagaco foi lavada com a agua secundaria a 78°C para remogao do
extrato aderido ao bagaco até o mosto secundario atingir 4 a 5°Brix. O mosto
secundario também foi adicionado a tina de fervura.

O mosto resultante foi fervido durante 60 minutos. No inicio da fervura fez-
se a adicdo de 70% do total de lupulo, faltando 15 minutos para o término da
fervura adicionou-se mais 20% do lupulo e faltando 5 minutos para o término da
fervura adicionou-se os 10% restantes. Terminada a fervura do mosto 0 mesmo
foi resfriado utilizando uma serpentina de cobre imersa no liquido até atingir a
temperatura de 30°C. Foi feito o procedimento de rodamoinho (whirlpool), por 2
minutos. O mosto foi deixado em repouso por 20 minutos para ocorrer a
separacao do trub, por decantacao.



58

Para o célculo da quantidade de leveduras necesséarias a fermentagao
empregou-se como base 10° cel/mL por cada 1 °P de extrato no mosto segundo
Almeida e Silva (2005). Uma vez definida a massa de levedura US-05 liofilizada
necesséria, o inodculo foi preparado adicionando-as no préprio mosto, em um
volume equivalente a 10 vezes seu peso. Apés hidratagdo esperou-se 30 minutos
para inocular o0 mosto.

O mosto resfriado foi transferido para o fermentador com diferencial de
altura para incorporar oxigénio ao liquido.

Com o mosto no fermentador fez-se a adigdo da levedura hidratada e
agitou-se a mistura por 5 minutos. O fermentador foi fechado hermeticamente e
uma valvula airlock colocada em sua tampa para dissipar os gases da
fermentagéo. O fermentador foi mantido na temperatura de 18°C. Terminada a
fermentagado primaria, a cerveja foi transferida para camara fria a 5°C e mantida
por 15 dias para maturagao.

Ao término da maturacdo, as cervejas foram engarrafadas com uma
solucdo de 5g/L de acucar cristal para refermentacdo na garrafa e deixadas em
repouso por 20 dias em temperatura ambiente.

Devido ao pequeno volume produzido na escala de bancada nao foi
possivel filtrar as cervejas em terra diatomacea. Pela presenca de leveduras na
bebida a mesma nao foi pasteurizada para evitar autélise, que interferiria no sabor
e aparéncia da cerveja.

Amostras de 20 mL foram retiradas do fermentador a cada 12h e
congeladas para posterior analise. Para determinacao da concentracdo celular
utilizou-se 1,0 mL da amostra para contagem de células na Camara de Neubauer,
expressa em células/mililitro.

Os 19 mL restantes da amostra foram preparados de acordo com o
descritivo constante no manual do equipamento Beer Analyser 2. Quantificou-se o
Teor alcodlico, Extrato real, Extrato original, Extrato aparente, Atenuacéo Real de
Fermentacéo, Atenuacao Aparente de Fermentagcdo e Densidade (Beer Analyser
2, ANTON-PAAR®, Austria).

A produtividade foi determinada segundo Hiss (2001) pela equagéo (1).
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- Produtividade em etanol (g/L.h)

AP
Qp =— €Y)

tf
Onde:
AP = diferenga entre a concentragao final e inicial de etanol (g/L)
t; = diferenca entre o tempo final e inicial da fermentacao (h)

A conversao de %v/v para g/L foi feita segundo Carvalho (2009),
considerando a densidade do etanol a 20°C.

4.2.5 Producao em escala piloto

Ap6s andlise sensorial, a cerveja que apresentou melhor aceitacao foi
produzida em escala piloto de 120L, como descrito no item 4.2.4.1, na planta
piloto de bebidas da EEL/USP.

4.2.6 Analise sensorial

As cervejas obtidas com cinco tipos diferentes de mostos, em escala de
bancada, foram analisadas sensorialmente através dos Testes de Aceitacdo para
identificacao da cerveja preferida e intengdo de compra pelo consumidor.

A andlise sensorial foi realizada nas cabines da Andlise Sensorial da Planta
Piloto de Bebidas da EEL/USP com publico universitario acima de 18 anos, de
ambos 0s sexos, que ndo tinham restricdo ao consumo de leite e lactose e que
manifestaram seu consentimento em participar da pesquisa.

Em um primeiro momento, para manifestar seu consentimento, cada
provador recebeu um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em duas vias,
uma para ele e outra para o pesquisador, que foram devidamente assinadas.
Neste termo consta um resumo da pesquisa, riscos e beneficios associados e
privacidade quanto as informagdes do provador.

Ap6s consentimento em participar, juntamente com a ficha de andlise

sensorial cada provador recebeu um questionario (APENDICE B) a fim de
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caracteriza-los quanto a idade e sexo, conhecimento sobre cervejas de alta
fermentagao e frequéncia de consumo.

Aos provadores ofereceram-se, simultaneamente, cinco amostras de 30 mL
de cada bebida na temperatura de consumo, codificadas com nameros aleatérios
de trés digitos, juntamente com um copo de agua e um biscoito sem sal para
limpar o paladar entre uma amostra e outra.

O modelo de ficha utilizada para a andlise sensorial encontra-se disposto
no Apéndice B.

Para cada parametro pesquisado foi feita andlise de variancia (ANOVA) ao
nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do soro de queijo e do permeado

A caracterizacao do soro e permeado foi feita no Centro de Tecnologia de
Laticinios — TECNOLAT / ITAL. Os resultados encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Composigao centesimal do soro de queijo e do permeado concentrado de leite.

Resultados

Determinacgdes Permeado concentrado

Soro de queijo

de leite

Gordura (g/100mL) 0,6 0,00
Proteina (g/100mL) 0,99 0,71

Extrato seco (g/100mL) 6,82 17,30
Cinzas (g/100mL) 0,53 0,94
Acidez (% acido latico m/v) 0,10 0,27
pH 6,66 6,56

Teor de lactose (g/100mL) 4,78 12,19
Umidade (%) 93,18 82,70

Observa-se que em relagcédo ao soro de queijo o permeado apresenta maior
concentracdo de extrato seco, cinzas, lactose e acidez. A diminuicdo da
concentracado de proteinas e a auséncia de gordura no permeado podem ser
explicadas pelo tipo de processo pelo qual o leite € submetido. Como ja citado por
Zacarchenco et al. (2012) o objetivo da ultrafiltracdo é o fracionamento de
macromoléculas, permitindo maior recuperacao de proteinas e a separacao da
fase lipoproteica do leite.

Na literatura foram encontrados poucos trabalhos sobre a composicao do
permeado de leite (Tabela 12), sendo mais comum encontrar a composi¢ao do
permeado de soro. A composi¢cao do permeado difere pela composicao inicial do
leite que serd ultrafilirado (BURRINGTON, 2011).

Para o processamento de cervejas, objetivo deste trabalho, o permeado
concentrado de leite é uma alternativa mais atrativa do que o soro de queijo,
tendo em vista a auséncia de gordura e a elevada concentracao de lactose, que
proporcionara mais extrato fermentavel apés a hidrélise enzimatica. E, segundo
Bravi et al. (2009) os lipidios podem afetar negativamente a qualidade da cerveja,
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em particular, a estabilidade do aroma e da espuma, sendo estes parametros
muito importantes no processo cervejeiro.

Tabela 12 - Composigao do permeado de leite e permeado de leite em po por diferentes autores.

Suaréz et al. (2006) Burrington (2011) USDEC (2004)
Permeado de leite Permeado de leite Permeado de leite em po
Proteina (%) - 3,5 3,0-5,0
Extrato seco (%) 5,27 - 5,36 - -
Cinzas (%) 0,44 - 0,47 8,5 8,0-20,0
Acidez (% m/v) 0,4-0,85 - 0,10-0,15
pH 6,4 - 6,77 - )
Lactose 4,58 —4,81% - -
oot
Gordura - - 0,0-1,5%

5.2 Anadlises da vida de prateleira do permeado

Na Figura 7 observam-se as fotos dos Erlenmeyers contendo permeado in
natura, pasteurizado e com as diferentes concentracdes dos a-acidos do Ilupulo,
armazenados a 5+2°C.

Figura 7 — Armazenamento dos ensaios com permeado concentrado de leite para determinar sua

vida de prateleira.
——— e

N

Fonte: Acervo pessoal.
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O estudo da vida de prateleira do permeado concentrado de leite foi
realizado através das analises de pH, acidez titulavel e contagem de células, que
serao apresentadas a seguir.

5.2.1 pH

Segundo Santos e Fonseca (2007) o leite € um produto ligeiramente acido
e sua acidez natural tem origem na albumina, citratos, didxido de carbono,
caseinas e fosfatos que o compdem. Contudo, quando o leite é obtido e
processado em condicbes inadequadas de higiene e refrigeragdo, ocorre o
aumento de acidos organicos, em especial o acido latico, produzido por
microrganismos fermentadores de lactose, resultando no aumento da acidez.

Os experimentos para avaliar a vida de prateira do permeado duraram até
31 dias. Em alguns tratamentos observou-se a descaracterizagdo do produto em
poucos dias. Notou-se o aparecimento de uma pelicula branca na superficie do
permeado, a alteragdo do seu aroma e viscosidade, sendo que estes trés
parametros foram observados visualmente (Figuras 8 e 9). Assim, 0s ensaios com
permeado adicionado de 30, 20, 10 e 5 ppm de a-acido duraram apenas 15 dias,
em virtude da descaracterizacao do permeado. O permeado in natura também
apresentou a mesma descaracterizagao, e foi mantido por 31 dias apenas como
ensaio controle.

Figura 8 — Aparéncia dos ensaios com 10 ppm de a-acidos (A) e do permeado
pasteurizado (B), no 1 5° dia de experimento.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 9 — Aparéncia dos ensaios com 5 ppm de a-acidos (C) e 10 ppm de a-acidos (D) apés
agitagao do liquido, no 15° dia de experimento.

Fonte: Acervo pessoal.

Sabe-se que dentre os metabdlitos produzidos pelas bactérias, como
produto final de sua sintese, destaca-se a produgdo de acidos organicos
(CARVALHO; MONTEIRO, 2011).

Como observado nas Tabelas 13 e 14, a diferenca entre os valores iniciais
e finais de pH ndo foram relevantes. De acordo com Mizubuti (1994) os valores de
pH do soro doce estao entre 5,8 e 6,6 € de acordo com USDEC (2004) entre 5,8 e
6,5. Os valores encontrados neste trabalho estdo entre a faixa estabelecida por

estes autores.

Tabela 13 - Variagdo de pH nos ensaios com permeado in natura, pasteurizado e com 40 ppm de

a-acidos.
Ensaio Permeado pH inicial pH final  Total de dias
1 in natura 6,50a 5,95a 31
2 pasteurizado 6,26a 6,15a 31
3 com 40 ppm de a-acido 6,50a 6,06a 22

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se que nao houve diferenca estatistica entre os valores de pH
encontrados para os diferentes tratamentos (Tabelas 13 e 14).
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Tabela 14 - Variagéo de pH nos ensaios com permeado adicionado de 30, 20, 10 e 5ppm de a-

acidos.
Ensaio Permeado pH inicial pH final  Total de dias
4 com 30 ppm de a-acido 6,50a 6,17a 15
5 com 20 ppm de a-acido 6,50a 6,15a 15
6 com 10 ppm de a-acido 6,50a 6,22a 15
7 com 5 ppm de a-acido 6,50a 6,18a 15

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade.

A adicao de a-4cidos do lupulo pode ter sido responsavel pela manutengéao
nos valores de pH, pela inibicdo do crescimento de microrganismos, pois como ja
relatado por Almeida e Silva et al. (2014) possuem efeito biocida.

Pela descaracterizacdo do permeado ter ocorrido em tempos diferentes nos
ensaios, fica evidente que a maior concentracdo de a-acidos esté relacionada com
este comportamento. Almeida e Silva et al. (2014) relataram que a concentragéo de
40 ppm de a-acidos é suficiente para proporcionar reducao das células vivas de
bactérias laticas. Contudo, 0 ensaio com essa concentracdo de a-acidos demorou
7 dias a mais para apresentar a mesma descaracterizacao ja observada nos
ensaios com concentracao inferior. Porém, os microrganismos avaliados por
Almeida e Silva et al. (2014) foram apenas L. casei e L. plantarum cultivados em
mosto preparado com caldo de cana, enquanto que neste trabalho o meio de
cultura foi o permeado de leite, que deve conter outros microrganismos mais
resistentes a esta concentracao de a-acidos testada.

O permeado pasteurizado foi 0 que melhor manteve suas caracteristicas ao
longo dos 31 dias de experimento. O ensaio com permeado in natura, apesar de
ser mantido até o fim do experimento como ensaio padrdo, também apresentou
as alteragdes de aparéncia, aroma e viscosidade, como observadas nos outros

ensaios.
5.2.2 Acidez titulavel
Uma das caracteristicas das bactérias do grupo “acido laticas” é a

formacdo de acido latico como produto final do metabolismo de agtcares (INES et

al., 2008). A avaliacdo da acidez do leite (Tabelas 15 e 16) tem por objetivo
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detectar aumentos na concentragdo de 4&cido latico, formado durante a
fermentagdo da lactose por bactérias. Todavia, a acidez ndo é determinada
somente pela presenca do &cido latico e sim de outros componentes do leite
como os citratos, fosfatos e proteinas (SANTOS; FONSECA, 2007).

Nas Tabelas 15 e 16 relacionam-se os valores de acidez ao longo dos dias

de experimento para os diferentes ensaios.

Tabela 15 - Variagé@o da acidez nos ensaios com permeado in natura, pasteurizado e com 40 ppm

de a-&cidos.
Acidez Acidez
. inicial final .
Ensaio Permeado (% acido (% acido Total de dias
latico m/v)  latico m/v)
1 in natura 0,34a 0,42a 31
2 pasteurizado 0,30b 0,31a 31
3 com 40 ppm de a-acido 0,30b 0,38a 22

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se que nao houve diferenga significativa ao nivel de 5% entre os
valores finais de acidez para os sete ensaios realizados.

Tabela 16 — Variagdo da acidez nos ensaios com permeado adicionado de 30, 20, 10 e 5 ppm de
a-4cidos.

Acidez Acidez
Ensaio Permeado ((,Lniéii;: o (%f ién ca|ld o Total de dias
latico m/v)  latico m/v)
4 com 30 ppm de a-acido 0,30b 0,36a 15
5 com 20 ppm de a-acido 0,30b 0,36a 15
6 com 10 ppm de a-acido 0,31b 0,36a 15
7 com 5 ppm de a-acido 0,33a 0,36a 15

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade.

A lesgislacdo brasileira ndo contempla um padrdo de identidade e
qualidade para o permeado de leite, ndo sendo possivel compara-lo com outro
produto, como o leite ou iogurte, por exemplo, pois tratam-se de produtos
diferentes.
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O permeado utilizado neste trabalho é concentrado, diferentemente do
permeado estudado por outros autores (Tabela 12). Logo, pode-se explicar a
discrepancia entre os valores de acidez citados por Suaréz et al. (2006) e USDEC
(2004) em relacao aos valores encontrados neste trabalho.

Os ensaios com adicdo de 30, 20, 10 e 5 ppm a-&cidos apresentaram
acidez semelhante apesar da diferenca na concentragao de a-acidos entre eles. O
ensaio com permeado in natura foi 0 que apresentou maior acidez inicial e final. O
ensaio com permeado pasteurizado foi o que manteve a acidez praticamente
constante ao longo de 31 dias de experimento, sendo 0 mais indicado para a
conservagao desta matéria prima.

5.2.3 Contagem padrao em placas

As bactérias incluidas no grupo “&4cido laticas” sdo bacilos ou cocos gram
positivos ndo moveis, ou raramente moveis, e que nao formam enddsporos,
sendo comum sua presenca em produtos de laticinio (INES et al., 2008).

As amostras dos ensaios com permeado in natura, pasteurizado e com
adicao de 40 ppm de a-acidos, coletadas no 22° dia de experimento e submetidas
as analises microbioldgicas apresentaram os resultados da Tabela 17.

Ressalta-se que ndao houve crescimento de micro-organismos nas placas

com meio McConkey.

Tabela 17 - Contagem de bactérias dos ensaios com permeado, no meio PCA.

Amostra UFC/mL
Permeado in natura 3,73x 10’
Permeado com adi¢ao de 40 ppm de a-&cidos 3,60 x 10*
Permeado pasteurizado 1,0

Observa-se que 0 ensaio contendo permeado com adicao de 40 ppm de a-
acidos apresentou reducdo de 10" para 10* de UFC/mL quando comparado ao
ensaio com permeado in natura. O ensaio submetido a pasteurizacao foi o que
apresentou o melhor desempenho na inibicao do crescimento microbiano com 22
dias de estocagem.

Ressalta-se que a pasteurizagdo € o tratamento mais indicado para
quando se deseja estocar o permeado por até 30 dias. A pasteurizagdo nao
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somente manteve as caracteristicas sensoriais do permeado, como aparéncia,

aroma e viscosidade, bem como foi eficaz na redugao microbiana.

5.3 Hidrodlise enzimatica da lactose

O perfil da hidrélise enzimatica da lactose para as diferentes concentracoes
de B-Galactosidase empregadas em pH 6,5 e temperatura de 40°C pode ser
observado nas Figuras 10 a 14. Em todos o0s ensaios partiu-se de uma
concentracdo inicial de lactose de 159,1 g/L, valor ligeiramente superior ao
encontrado na caracterizagcado do permeado (Tabela 11), devido a diferencas de
um lote para outro.

Empregando 1,0 mL/L de B-Galactosidase (Figura 10) observa-se que em
45 minutos 65% da lactose foi hidrolisada, e a partir de 105 minutos a velocidade

de hidrélise diminui, passando de 29,1 g/L de lactose para 18,6 g/L ao final de 180
minutos.

Figura 10 - Perfil de hidrélise da lactose com 1,0 mL/L de enzima, pH 6,5 e 40 °C.
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 11 pode-se observar o perfil de hidrélise da lactose empregando
1,0 mL/L de B-Galactosidase juntamente com 40 ppm de a-acidos do lupulo.
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Figura 11 - Perfil de hidrélise da lactose com 1,0 mL/L de enzima, 40 ppm de a-acidos,
pH 6,5 e 40 °C.
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Fonte: Préprio autor.

Combinando 1,0 mL/L de B-Galactosidase com 40 ppm de a-acidos do
lupulo (Figura 11) observou-se que em 45 minutos, 70% da lactose ja havia sido
hidrolisada, porcentagem ligeiramente superior ao ensaio com a mesma
concentracao de enzima, mas sem os a-acidos do lupulo.

Na literatura nao foram encontrados estudos sobre o efeito dos a-acidos do
lupulo sobre a B-galactosidase.

Embora a combinagdo dos a-acidos tenha sido feita com a menor
concentracao de enzima testada, observa-se que o perfil de hidrélise da lactose
assemelhou-se mais ao ensaio que empregou 2,0 mL/L de B-galactosidase,
conforme Figura 13. Observou-se um leve aumento no grau de hidrélise da
lactose no ensaio que combinou B-galactosidase com 40 ppm de a-acidos (Tabela
18), em relacdo ao ensaio que empregou 1,0 mL/L de B-galactosidase, bem como
nas concentracdes de glicose e galactose ao final de 180 minutos (Tabela 19).

Isso pode sugerir um possivel efeito ativador dos a-acidos sobre a
atividade da B-galactosidase. Considerou-se que esse possivel efeito ativador
pudesse ser advindo de uma alteracao do pH do meio pela adicdo dos a-acidos.
Contudo, como relatado na Tabela 14, a adicdo destes compostos, em diferentes
concentragdes, nao alterou o pH do permeado. Estudos futuros serdo necessarios

para melhor entendimento dos a-acidos sobre a atividade da (3-galactosidase.
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Na Figura 12 observa-se o perfil de hidrélise da lactose para o ensaio com
1,5 mL/L de B-Galactosidase. Observam-se concentragdes finais de glicose e
galactose, de 78,4 g/L e 66,4 g/L respectivamente, as quais foram superiores as
encontradas nos ensaios empregando menor concentracao de enzima. No ensaio
com 1,0 mL/L de B-Galactosidase com ou sem a presencga de a-acidos do lupulo
as concentracbes ficaram na faixa de 59,5 g/L para glicose e 48,1 g/L para
galactose, ao fim de 180 minutos de hidrélise.

Figura 12 - Perfil de hidrélise da lactose com 1,5 mL/L de enzima, pH 6,5 e 40°C.
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Fonte: Préprio autor.

Como era de se esperar, a partir do momento que houve um aumento na
concentragao de enzima, o tempo necessario para hidrdlise diminui, pois ha maior
quantidade de sitios ativos disponiveis para o substrato. Na Figura 13, com
emprego de 2,0 mL/L de B-Galactosidase, e com 15 minutos de experimento
observa-se que grau de hidrolise da lactose foi de 65,8%. De 90 a 180 minutos a
velocidade de hidrélise diminui, pelo fato de que, 92,5% do substrato ja foram
hidrolisados neste periodo. Na Tabela 18 estéo relacionadas as porcentagens de
hidrélise da lactose para todos o0s ensaios realizados, com diferentes
concentracdes de enzima.

Quando se utilizou 2,0 ml/L de B-Galactosidase (Figura 13) a diferenca
entre a concentracao de glicose e galactose liberadas na hidrélise foi menor que a

diferenca encontrada para estes mesmos agucares, nos outros ensaios que
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empregaram menores concentracdes de enzima (Figuras 10, 11 e 12). Na Tabela
19 estao relacionadas as concentracdes de glicose e galactose (g/L) durante os

ensaios com diferentes concentragdes de 3-galactosidase.

Figura 13 - Perfil de hidrélise da lactose com 2,0 mL/L de enzima, pH 6,5 e 40°C.
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 14 observa-se o perfil de hidrélise da lactose quando se
empregou a maior concentracdo de B-galactosidase, de 3,5 mL/L. Com 15
minutos 72,7% da lactose foi hidrolisada. Ao final de 180 minutos de hidrélise
obteve-se pouca diferenga entre as concentragcdes de glicose e galactose,
respectivamente, 73,0g/L e 70,1/L, sendo estas as maiores concentracoes
alcangadas dentre todos os ensaios realizados.

Como pode ser observado nos gréficos apresentados para todos os
ensaios (Figuras 10 a 14), a partir de 120 minutos, a concentracao de lactose
permanece praticamente constante, indicando declinio da atividade enzimatica.

Sendo assim, os ensaios podem ser realizados em menor tempo.
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Figura 14 - Perfil de hidrélise da lactose com 3,5 mL/L de enzima, pH 6,5 e 40°C.
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Fonte: Préprio autor.

Na Tabela 18 é possivel observar, para todos os ensaios, no tempo de 120
minutos, que o grau de hidrélise da lactose fica entre 83 e 93%, havendo pouco
acréscimo nesta porcentagem até o final de 180 minutos. Estes resultados
diferem de Carminatti (2001) que utilizou um permeado de soro com 4% de
lactose, e obteve 82% de hidrolise em 60 minutos, em um reator em batelada.
Entretanto, ressalta-se que o permeado utilizado neste trabalho possuia cerca de
15% de lactose, o que justifica utilizar um maior tempo para alcangar maiores
conversodes. Carminatti (2001) utilizou 1,25g/L de lactase comercial para alcancar
82% de hidrélise, e no presente trabalho, menores quantidades de enzima
proporcionaram resultados semelhantes de conversées, mas com 90 minutos de
hidrodlise.

O grau de hidrélise alcangado com 90 minutos (Tabela 18), para as
diferentes concentragdes de [(-galactosidase, também difere do encontrado por
Tremarim (2007). Este autor alcangou 95% de hidrélise da lactose apds 90
minutos de processo, utilizando reator a membrana e uma concentracdo de
enzima de 0,2g/L na temperatura de 35°C e pH 6,8, partindo de uma
concentracao inicial de lactose de 4,149/100g no permeado de leite. Sabe-se que
0s processos utilizando reatores a membrana sdo mais indicados para a hidrolise,

tendo em vista que sdo capazes de reter totalmente a enzima no reator e permitir
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que o produto liberado seja retirado do sistema, e assim ndo cause possiveis
efeitos de inibicdo sobre a enzima (TREMARIN, 2007).

Tabela 18 - Grau de hidrolise da lactose (%) durante os ensaios com diferentes concentracdes de
B-galactosidase.

Grau de hidrolise da lactose (%)

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
90 741 81,8 79,7 92,5 92,7
120 83,1 86,1 83,7 93,1 93,1
150 85,6 88,0 87,3 94,7 95,1
180 88,3 88,5 86,3 95,1 95,2

Ensaios: (1) 1,0 mL/L B-Galactosidase; (2) 1,0 mL/L p-Galactosidase + 40 ppm de ao-
acidos; (3) 1,5 mL/L B-Galactosidase; (4) 2,0 mL/L B-Galactosidase; (5) 3,5 mL/L B-Galactosidase;

Uma molécula de lactose é formada pela ligagdo de uma molécula de
glicose e uma de galactose (SANTIAGO et al., 2004). Contudo, esta proporcao
1:1 ndo foi observada nos perfis de hidrélise da lactose (Figuras de 10 a 14). Na
Tabela 19 nota-se que a diferenca nas concentracdes de glicose e galactose é

maior quando se utilizou menores concentragdes de enzima.

Tabela 19 - Concentragao de glicose e galactose (g/L) durante os ensaios com diferentes
concentragdes de B-galactosidase.

Concentracao de glicose e galactose (g/L)

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Gi Gal Gli Gal Gli Ga Gli Ga Gli Gal
90 61,1 423 53,1 38,0 61,2 43,7 504 41,2 57,7 49,1
120 51,7 37,7 513 389 655 505 58,7 505 66,8 593
150 55,4 43,0 54,1 43,0 648 532 549 49,0 554 51,1
180 56,2 449 62,7 513 784 66,4 553 51,0 73,0 70,1

Ensaios: (1) 1,0 mL/L B-Galactosidase; (2) 1,0 mL/L B-Galactosidase + 40 ppm de a-
acidos; (3) 1,5 mL/L B-Galactosidase; (4) 2,0 mL/L B-Galactosidase; (5) 3,5 mL/L B-Galactosidase.

Esta diferenca ja era esperada tendo em vista o conhecimento prévio sobre
a formacao de galactoligossacarideos. Segundo Lopez-Leiva e Guzman (1995)
oligossacarideos sao carboidratos poliméricos que consistem da ligacdo de 2 a 10
monbémeros, e sao formados durante a hidrolise enzimatica da lactose. A
formacdo de galactoligossacarideos é influencia por diversos fatores como a
concentracdo inicial de substrato, a concentracdo de enzima, pH, temperatura,
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fonte da enzima e pela presenca de minerais, que em determinados niveis podem
retardar a atividade da enzima (RUSTOM et al., 1998).

Rustom et al. (1998) empregando concentracdao de enzimas de 0,05 a
0,1%, utilizando duas enzimas de fontes fungicas diferentes e uma de fonte
bacteriana, relatou que a concentragdo maxima de galactoligossacarideos
formada durante a hidrélise foi significativamente aumentada quando alterou a
concentracao inicial de lactose de 14 para 23%.

No presente trabalho, comportamento similar ao obtido por Rustom et al.
(1998) foi observado, pois empregando concentragdes de B-galactosidase de 1,0
a 1,5 mL/L encontraram-se maiores diferengas entre as concentragdes de glicose
e galactose, correspondendo a maior formacao de galactoligossacarideos.

Com objetivo de escolher a melhor condigcdo de hidrélise, que para este
trabalho seria aquela que empregasse menor quantidade de enzima, combinada
com o menor tempo de tratamento, aplicou-se o Teste de Tukey para avaliar as
concentracoes de lactose de 90 a 180 minutos, em todos os ensaios. Os
resultados encontram-se na Tabela 20. Observa-se que as menores
concentracbes de lactose (g/L) foram obtidas nos ensaios com maior
concentracao de enzima e o inverso também ocorreu.

Analisando os ensaios com 1,5 mL/L, 2,0 mL/L e 3,5 mL/L de B-
galactosidase verifica-se que o tempo de hidrélise pode ser reduzido a 120
minutos, pois as concentracoes de lactose sdo estatisticamente iguais (p<0,05) as
concentragbes obtidas com 180 minutos. J& o ensaio com 1,0 m/L de B-
galactosidase poderia ser reduzido a 165 minutos, pelo mesmo motivo.

Tabela 20 - Concentragéo de lactose (g/L) no permeado durante a hidrélise com diferentes
concentragdes de B-galactosidase.

Concentracao lactose (g/L)

Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
90 41,17a 28,99ab 32,25a 11,96ab 11,58a
105 29,15ab 34,38a 28,05a 13,15a 13,47a
120 26,84ab 22,08bc 25,91a 10,98abc 10,94a
135 26,90ab 19,07bc 17,42a 10,09abc 7,36a
150 22,86ab 20,14bc 20,24a 8,41bc 7,79a
165 21,35b 18,26bc 25,14a 7,40c 7,59a
180 18,60b 28,99c 21,76a 7,86C 7,61a

Ensaios: (1) 1,0 mL/L B-Galactosidase; (2) 1,0 mL/L B-Galactosidase + 40 ppm de o-
acidos; (3) 1,5 mL/L B-Galactosidase; (4) 2,0 mL/L B-Galactosidase; (5) 3,5 mL/L B-Galactosidase;

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Um novo Teste de Tukey foi aplicado para todos os ensaios, apenas com
as concentragoes de lactose em 120 minutos, e nao houve diferenca significativa
entre eles. Considerando a premissa de melhor condi¢ao de hidrélise, o emprego
de 2,0 ml/L de B-galactosidase mostrou-se mais indicado, com 93,1% de hidrélise
em 120 minutos (Tabela 18). Ao analisar a Tabela 20 observa-se que a
concentracao de lactose em 120 e 90 minutos, para 2,0 ml/L de enzima, é
estatisticamente igual (p<0,05). Com objetivo de reduzir para 90 minutos o tempo
de hidrélise realizou-se novamente o Teste de Tukey, apenas com as
concentracgdes de lactose em 90 minutos de hidrdlise, dispostas na Tabela 21.

Tabela 21 — Concentragao de lactose (g/L) no permeado com 90 minutos de hidrélise em
diferentes concentragdes de B-galactosidase.

Concentracao lactose (g/L)
Tempo (min) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5

90 41,17a 28,99a 32,25a 11,96b 11,58b

Ensaios: (1) 1,0 mL/L B-Galactosidase; (2) 1,0 mL/L B-Galactosidase + 40 ppm de o-
acidos; (3) 1,5 mL/L B-Galactosidase; (4) 2,0 mL/L B-Galactosidase; (5) 3,5 mL/L B-Galactosidase;

*As médias seguidas pela mesma letra, na linha, nao diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade.

Embora os ensaios 4 e 5, com 2,0 mL/L e 3,5 mL/L de B-galactosidase,
respectivamente, sejam estatisticamente iguais (p<0,05), a melhor condi¢cdo de
hidrolise escolhida, para o tratamento do permeado concentrado de leite a ser
utiizado como adjunto na fabricacdo das cervejas, € aquela obtida com 90
minutos e com 2,0 mL/L de B-galactosidase, combinando menor concentracao de
enzima e menor tempo, e alcancando 92,5% de hidrélise.

5.4 Parametros de fermentacéo

As cervejas obtidas com cinco tipos de mostos diferentes apresentaram
distintos tempos de fermentacdo, sendo 120h para as cervejas com permeado
nao hidrolisado, 156h para a cerveja puro malte e 168h para as cervejas com
permeado hidrolisado. A presenca de galactose nos mostos com permeado
hidrolisado pode ser a responsavel pelo aumento no tempo de fermentagéo.
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Nas Figuras de 15 a 19 podem ser vistos os perfis de fermentagao para as
diferentes cervejas produzidas e na Tabela 22 suas respectivas andlises fisico-
quimicas.

A cerveja puro malte foi produzida em triplicata devido ao fato que
apresentou producdo de etanol e fermentabilidade inferiores as cervejas que
empregaram permeado concentrado de leite como adjunto. Contudo, o perfil de

fermentacao foi semelhante em todas as repeticées, como observado na Figura
15.

Figura 15 - Perfil de fermentag&o da cerveja puro malte. () Extrato aparente (°P); (m) Alcool
(%VIV); (%) Células em suspensdo (10°/mL).
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Fonte: Préprio autor.

Para a cerveja puro malte observou-se uma fase lag de 36h e um curto
periodo exponencial de crescimento da levedura, ao redor de 48h, acarretando na
demora no consumo de extrato, bem como na formagéo de alcool. Duas variaveis
podem ter contribuido para este comportamento: a quantidade de in6culo e a
oxigenagao do mosto no inicio da fermentagao.

Segundo Graham (2015) um in6culo com quantidade inferior de células
proporciona uma fase lag longa e pode dar oportunidade para fermentacéo
bacteriana. O inéculo feito, em média, com 8,5 x 10° cel/mL, apresentou
concentracao de células inferior aos inéculos das outras cervejas produzidas, que
se iniciaram com 1,0 x 107 cel/mL. O inéculo das triplicatas da cerveja puro malte

foi preparado com leveduras liofilizadas oriundas de um mesmo lote, e pela
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viabilidade da cepa estar sujeita a variagcbes de um lote para outro, pode-se
relacionar a este fato. As outras cervejas foram fermentadas com um lote
diferente de leveduras. Ainda, segundo Graham (2015), um indculo com
quantidade de células inferior ou superior esta relacionado ao surgimento de
sabores/aromas indesejaveis na cerveja.

Pode-se relacionar uma longa fase lag a uma possivel deficiéncia na
oxigenagao do mosto. De acordo com Russel (2006) a levedura cervejeira requer
oxigénio molecular para sintetizar esterois e acidos graxos insaturados, que estao
presentes no mosto, mas em quantidade reduzidas. A levedura é capaz de
crescer em condi¢des estritamente anaerdbias, contudo, apenas quando ha uma
fonte exdgena destes compostos.

Na Tabela 22 podem-se observar os valores de alcool, extrato real e
aparente e a atenuacdo real e aparente de fermentacdo para as cervejas
produzidas com cincos mostos diferentes.

A cerveja puro malte alcangcou um teor alcéolico de 4,38% (v/v) (Tabela
22). O teor alcoolico encontrado para a cerveja puro malte foi inferior ao valor
encontrado para a cerveja 90/10 com permeado nao hidrolisado, 5,08% (v/v) e
para as cervejas 90/10 e 55/45 com permeado hidrolisado, 5,04 e 4,92% (v/v),
respectivamente, porém estes valores ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

Em condicbes normais as cepas de S. cerevisiae cervejeira sdo capazes
de fermentar todos os agucares naturalmente contidos no mosto como glicose,
frutose, sacarose, maltose e maltotriose, nesta sequencia aproximadamente. E a
maioria das cepas nao fermenta maltotrealose e dextrinas (RUSSEL, 2006).

A lactose também ndo é um agucar fermentescivel por S. cerevisiae
(WALKER, 1998), e por isso, para a cerveja 55/45 (Figura 16) produzida com
permeado n&o hidrolisado observou-se um valor de extrato aparente mais elevado
ao final da fermentagdo, de 7,64°P, estatisticamente diferente (p>0,05) dos
demais (Tabela 22). A lactose contribuiu para um valor menor de extrato
fermentavel no mosto com 45% de permeado, resultando em maior quantidade de

extrato aparente residual ao final da fermentacao.



78

Figura 16 - Perfil de fermentacéo da cerveja 55/45 com permeado néo hidrolisado. (e) Extrato
aparente (°P); (m) Alcool (%V/v); (x) Células em suspensdo (107/mL).
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Fonte: Préprio autor.

Embora as porcentagens de permeado nao hidrolisado empregadas sejam
diferentes, perfis semelhantes de fermentacao foram observados para as cervejas
55/45 e 90/10 (Figuras 16 e 17). Os teores de éalcool finais foram de 3,42% (v/v)
para a cerveja 55/45 e 5,08% (v/v) para a cerveja 90/10 (Tabela 22). Para ambas
as cervejas observou-se ao uma fase lag de 12h, contra 36h da cerveja puro
malte, e a partir das 96h houve declinio da concentragcdo de leveduras em
suspensao, perfil caracteristico da fase final da fermentagédo. A floculagdo é uma
das caracteristicas das leveduras cervejeiras, comportamento que permite que a
mesma seja separada da cerveja, clarificando a bebida. A floculagdo comeca a
ocorrer quando hd uma diminuicdo na quantidade de substrato disponivel para a
fermentacao (RUSSEL, 2006).
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Figura 17 - Perfil de fermentacéo da cerveja 90/10 com permeado n&o hidrolisado. (e) Extrato
aparente (°P); (m) Alcool (%V/v); (x) Células em suspensao (107/mL).
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Fonte: Préprio autor.

Nas Figuras 18 e 19, observa-se o perfil de fermentacdo das cervejas
produzidas com 55/45 e 90/10 de malte/permeado hidrolisado, respectivamente.

O passo inicial para a utilizacdo de qualquer agucar pela levedura é a
passagem intacta deste acucar através da membrana celular ou sua hidrélise
extracelular para depois o carboidrato adentrar a membrana celular. Glicose e
sacarose sao sempre consumidas primeiro (RUSSEL, 2006). Quando estes
acucares estdo presentes as enzimas requeridas para a utilizacdo de fontes
alternativas de carbono sao sintetizadas com baixas taxas, fenbmeno conhecido
como repressao catabdlica (GANCEDO, 1998). O catabolismo da galactose por S.
cerevisiae € um exemplo de sistema enzimatico induzido, onde as enzimas estao
sendo sintetizadas. Quando ha glicose no meio, a transcricdo dos Genes GAL é
reprimida mesmo se a galactose também estiver presente (GANCEDO, 1998).

O maior tempo de fermentacdo para as cervejas com permeado
hidrolisado, contendo galactose como uma das fontes de carbono, pode estar
associado ao efeito de repressao catabolica, pois 0 consumo de galactose so
seria possivel na auséncia de glicose.

Segundo Gonzélez Siso (1996) quando S. cerevisiae utiliza a mistura de
glicose e galactose como fonte de carbono, manifesta-se o crescimento diauxico
até mesmo para as estirpes anteriormente adaptado a galactose. Contudo este
comportamento nao foi observado nas fermentacdes das cervejas 55/45 e 90/10

com permeado hidrolisado (Figuras 18 e 19), dado que n&o foi observada uma
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nova fase lag no perfil de fermentacdo para ambas as cervejas. Souza et. al
(2005), que estudou a fermentacao, por S. cerevisiae, simultdnea a hidrélise da

lactose do soro de queijo, também nao observou crescimento diduxico.

Figura 18 - Perfil de fermentagéo da cerveja 55/45 com permeado hidrolisado em pH 6,5, 40°C, 90
minutos e 2,0 mL/L de B-Galactosidase. (e) Extrato aparente (°P); (m) Alcool (%Vv/v); (x) Células em
suspensao (107/mL).
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Fonte: Préprio autor.

Diferentemente da afirmagédo citada por Gonzalez Siso (1996) nédo foi
observada baixa producdo de etanol para cervejas produzidas com permeado
hidrolisado, em que a levedura utilizou tanto glicose como galactose como fonte
de carbono, além dos agucares naturalmente presentes no mosto. Alcancou-se
teores alcodlicos de 4,92% (v/v) para a cerveja 55/45 e 5,04% (v/v) para a cerveja
90/10 (Tabela 22) com permeado hidrolisado, valores que sao estatisticamente
iguais (p<0,05).

Brunelli (2012) obteve teores alcoodlicos de 4,80% (v/v) para cerveja com
20% de mel e 4,52% (v/v) para cerveja com 40% de mel, partindo de um extrato
inicial de 11°Brix. Os teores alcoolicos encontrados por este autor sao
ligeiramente inferiores aos encontrados para as cervejas com diferentes
proporcbes de permeado hidrolisado. Santos (2011) obteve teor alcoolico
ligeiramente superior, de 5,35% (v/v), em média, para os trés lotes de cerveja
produzida com 45% de arroz preto.

Na Figura 19, que relaciona o perfil de fermentacdo da cerveja 90/10 com
permeado hidrolisado, observa-se que 50% do extrato foiconsumido em 60h de
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fermentacéo e que a partir de 108h de fermentagéo houve um declinio no numero
de células em suspensao, como também foi observado para a cerveja produzida

com 55/45 de permeado hidrolisado.

Figura 19 - Perfil de fermentagéo da cerveja 90/10 com permeado hidrolisado em pH 6,5, 40°C, 90
minutos e 2,0 mL/L de B-Galactosidase. (e) Extrato aparente (°P); (m) Alcool (%v/v); (x) Células em
suspens&o (107/mL).
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Fonte: Préprio autor.
Na Tabela 22 podem-se observar os valores de alcool, extrato real e

aparente e a atenuacdo real e aparente de fermentagdo para as cervejas

produzidas com cincos mostos diferentes.

Tabela 22 - Analise fisico-quimica da cerveja puro malte e das cervejas com permeado
concentrado de leite, em diferentes proporgdes.

Permeado nao hidrolisado Permeado hidrolisado

Puro malte 55/45 90/10 55/45 90/10
Alcool (%v/v) 4,38ab 3,43b 5,08a 4,92a 5,04a
Extrato real (% m/m) 6,15b 8,78a 5,70b 4,24c 4,26¢
Extrato original (°P) 12,60ab 13,83a 13,31ab 12,53ab 11,91b
Extrato aparente (°P) 4,61b 7,64a 3,97bc 3,45bc 2,52¢
Atenuacao real (%) 54,30b 38,25¢ 58,91ab 60,72ab 65,72a
Atenuacao aparente (%)  65,85b 44,75¢ 70,18b 72,52ab 78,85a
Densidade (g/cm®) 1,016 1,028 1,014 1,012 1,008

*As médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Em processos cervejeiros a atenuacdo, também chamada de grau de
fermentacao, é a medida de conversao de extrato (acucares) do mosto em alcool
e CO.. Denomina-se atenuacdo aparente o valor de conversdo de extrato na
presenca de alcool, cuja densidade interfere na medicdo, diminuindo o valor
encontrado. A atenuagédo real desconsidera a presenca de alcool no mosto,
correspondendo ao valor real de conversao.

O maior valor de extrato aparente e a menor atenuagéo foram obtidos com
a cerveja 55/45 com permeado nao hidrolisado, como ja citado anteriormente
devido a porcentagem de lactose ndo fermentada. A cerveja 55/45 com permeado
nao hidrolisado apresentou 38,25% de atenuagéo real e quando o permeado foi
submetido a hidrélise enzimética a atenuacado real da cerveja 55/45 alcangou
60,72%.

Como relatado anteriormente, a cerveja puro malte também apresentou
baixa atenuacao real, de 54,30%. Aizemberg (2015) obteve 68,19% de atenuagao
real na fermentacdo de uma cerveja puro malte tipo ale. Martinez (2014) e
Hendges (2014) obtiveram 75,9% de atenuacao aparente para uma cerveja puro
malte /ager.

Para a cerveja 90/10 com permeado hidrolisado houve um ligeiro aumento
na atenuagcdo real em comparacdo a mesma propor¢cado com permeado nao
hidrolisado. Alcangou-se 65,72% de atenuacao real para cerveja 90/10 com
permeado hidrolisado, 0 maior grau entre todas as cervejas produzidas, embora
estatisticamente igual (p<0,05) as cervejas 55/45 com permeado hidrolisado e
90/10 com permeado nao hidrolisado.

Aizemberg (2015) produziu em escala de bancada cervejas com diferentes
propor¢cdes de malte/melado de cana e utilizou uma levedura ale na fermentagéo.
O melado de cana apresenta fermentabilidade elevada por conter sacarose e esta
autora encontrou, em todas as proporgdes testadas, valores acima de 68% de
atenuagdo real.

Muniz et al. (2014) produzindo uma cerveja com 15% de suco misto de caja
como adjunto de malte obtiveram 73,9% de fermentabilidade. No presente
trabalho, os valores das atenuacgbes reais foram inferiores devido a maior
presenca de lactose nas cervejas com permeado nao hidrolisado, e também ao
residual de lactose nas cervejas que empregaram o permeado hidrolisado, uma

Vez que no processo enzimatico nao é possivel obter 100% de hidrélise.
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A aparéncia das cervejas produzidas com cinco tipos de mostos diferentes,
empregando permeado hidrolisado e n&ao hidrolisado por ser vista na Figura 20.

Figura 20 - Aparéncia das cervejas produzidas com diferentes proporgdes de malte/permeado
concentrado de leite.

Legenda: 1 — Cerveja puro malte; 2 — Cerveja 90/10 com permeado néo hidrolisado; 3 — Cerveja
55/45 com permeado néo hidrolisado; 4 — Cerveja 90/10 com permeado hidrolisado; 5 — Cerveja
55/45 com permeado hidrolisado.

Fonte: Acervo pessoal.

Em relagdo a aparéncia nota-se que mesmo utilizando até 45% de
permeado concentrado de leite na produgdo das bebidas houve pouca variagdo
na coloragao das mesmas. Observou-se também uma espuma densa com boa

estabilidade.

5.5 Analise Sensorial

A analise sensorial contou com a participacao de estudantes, funcionarios
e outros (visitantes, prestadores de servico, ex-alunos) da EEL/USP, com faixa
etaria de 18 a 63 anos.

A distribuicdo dos provadores por sexo e ocupacao encontra-se na Figura
21. Nota-se a maior participagdo do sexo masculino, 71,6% contra 28,4% do sexo
feminino, assim como o perfil relatado nos trabalhos de Aquilani et al. (2015) e
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Castro et al. (2011), onde a participagao do sexo masculino foi de 60,32% e 59%,

respectivamente.

Figura 21 - Distribuicdo dos provadores por sexo e ocupacao.
B
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Fonte: Préprio autor.

Entre os entrevistados, 95,5% sdo consumidores regulares de cerveja e
41,8% consomem a bebida “duas ou mais vezes por semana” (Figura 22).
Alquilani et al. (2015) encontrou resultados semelhantes, sendo 28,74% de
consumo “uma ou duas vezes por semana”’, para consumidores de cervejas
populares. Quando estes autores estudaram o consumo de cervejas artesanais a
mesma frequéncia de consumo caiu para 16,73%. Castro et al. (2011) estudando
o consumo de bebidas alcéolicas relataram que 38% dos entrevistados
consomem cervejas “2 ou 3 vezes por dia / por semana”’, e esta é a bebida
preferida de 54% dos entrevistados.

Figura 22 - Distribuicdo dos provadores quanto a frequencia de consumo de cerveja.

ocasionalmente
[11 vez por semana
M 1 vez por més
B 2 ou mais vezes por més

B 2 ou mais vezes por semana

4,5%

Fonte: Préprio autor.
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Quando questionados sobre o conhecimento e preferéncia por cervejas ale
(Figura 23), 67,2% sabem o que é uma cerveja tipo ale e 82,1% disseram ser
apreciadores de estilos ale, como por exemplo: weiss (trigo), pale ale, IPA (india
pale ale), blond ale, saison, tripel, stout, porter.

Figura 23 - Conhecimento e preferéncia dos provadores por cervejas de alta fermentagao (ale).

M Sabe o que é ale m Gosta deaie
1 N&o sabe o que éale m N&o gosta
NR

Fonte: Préprio autor.

A distribuicdo etaria, apresentada na Figura 24, mostra que 52,2% dos
provadores possuem entre 26 e 33 anos.

Figura 24 — Distribuicdo dos provadores por faixa etaria.
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 25 mostra a preferéncia por cerveja tipo lager ou ale de acordo
com a faixa etaria dos provadores. Nota-se que a preferéncia por cervejas ale é
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maior na faixa etaria de 26 a 33 anos, e a preferéncia por lager é maior na faixa
etaria mais jovem, de 18 a 25 anos. A preferéncia por cervejas lager, 98% da
producéo do Brasil (Pilsen..., 2012), pelos jovens universitarios esta associada ao

poder aquisitivo e a facilidade de encontrar cervejas comerciais (mainstream).

Figura 25 - Preferéncia por lager ou ale, por faixa etaria dos provadores.
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Fonte: Préprio autor.

Aquilani et al. (2015) observaram que consumidores entre 42 e 49 anos
s80 mais propensos a beber cerveja artesanal do que os jovens entre 18 e 25
anos. Estes autores relataram que ser consumidor de cervejas comerciais e
artesanais afeta significativamente a importancia atribuida ao aroma, espuma,
qualidade e carbonatacao da cerveja.

A Figura 26 relaciona a frequencia de consumo de cerveja por faixa etaria.
Provadores na faixa etaria de 26 a 33 anos apresentam maior frequencia de

consumo de cerveja, de “duas ou mais vezes por semana”.



87

Figura 26 - Frequencia de consumo de cerveja, por faixa etaria dos provadores.
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Fonte: Préprio autor.

Os estilos preferidos pelos provadores podem ser vistos na Figura 27.
Como era esperado, a cerveja Pilsen foi preferida de 37,3% dos provadores. O
estilo & oriundo da cidade de Pils, na Republica Tcheca e a cerveja Pilsen (ou
Pilsener) € a mais conhecida e consumida no mundo. No Brasil, sua participacao
chega a 98% do total comercializado (Pilsen..., 2012).

Figura 27 — Estilos de cerveja preferidos pelos provadores.
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Fonte: Préprio autor.
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Por possuir caracteristicas bastante discrepantes em termos de amargor,
pois o estilo Pilsen possui entre 22 a 40 IBU e o estilo IPA entre 40 e 60 IBU
(BJPC, 2015) foi inusitado ter na segunda posi¢do o estilo IPA, com 17,9% de
preferéncia (Figura 27). Segundo Saorin (2010) é previsto que as cervejas
especiais, importadas ou artesanais, no Brasil tenham uma taxa de crescimento
maior, se comparada as taxas previstas para o mercado da tradicional Pilsen.

Ressalta-se que os estilos citados como preferidos pelos provadores,
depois do estilo Pilsen, sdo todos estilos ale, demonstrando a preferéncia por
cervejas de alta fermentagao e reafirmando o disposto na Figura 27.

Na Tabela 23 relacionam-se todas as notas dos atributos sensoriais

avaliados e intengéo de compra das cervejas produzidas.

Tabela 23 - Notas dos atributos sensoriais e intengdo de compra da analise sensorial das
diferentes cervejas.

90/10 55/45
Puro permeado permeado
Malte hao hao
hidrolisado hidrolisado

90/10 55/45
permeado permeado
hidrolisado hidrolisado

Impressao global 570b 7,04 a 581b 6,90 a 531b
Cor 6,52 b 7,31 a 6,90 ab 7,00 ab 6,88 ab
Aroma 6,04 ab 6,82 a 5,54 b 6,67 a 5,28 b
Sabor 512b 6,51 a 5,04 b 6,60 a 469b
Aparéncia 6,76 ab 7,37 a 6,79 ab 7,12 ab 6,67 b
Intensao de 3,01b 382a 2,73b 361a 2,64 b
compra

*As médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade.

As maiores notas obtidas para o atributo impressao global foram 7,04 e
6,90, respectivamente para a cerveja 90/10 com permeado nao hidrolisado e para
a cerveja 90/10 com permeado hidrolisado, sendo ambas estatisticamente iguais
(p<0,05). As notas obtidas neste atributo correspondem a “gostei
moderadamente”. As notas obtidas por Hendges (2014) quando utilizou as
proporcoes de 90/10 e de 55/45 de malte/quinoa, foram 6,42 e 6,23,

respectivamente, ambas correspondendo a “gostei ligeiramente”.
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Santos (2011) avaliando o chope de arroz preto na proporcao 55/45
malte/arroz preto obteve 6,29 para o atributo impressao global. Martinez (2014)
obteve a nota 7,10 no atributo impressao global para sua cerveja 55/45 de
malte/xarope de milho.

Para os atributos cor e aroma observa-se que as melhores notas foram
para as proporcées 90/10. Para o atributo sabor e aparéncia as notas obtidas
para as cervejas 90/10 ficaram compreendidas em “gostei ligeiramente” e “gostei
moderadamente”, sendo também a proporcao que recebeu as melhores notas.

Quanto a intensao de compra observa-se que para as cervejas 90/10 néao
houve diferenca significativa (p<0,05) entre o emprego de permeado hidrolisado
ou nao hidrolisado. Obteve-se 3,82 para a cerveja 90/10 com permeado nao
hidrolisado e 3,61 para a mesma propor¢dao com permeado hidrolisado, e as notas
ficaram compreendidas entre “eu provavelmente compraria este produto” e “eu
tenho duvidas se compraria ou ndo este produto”.

Hendges (2014) obteve a nota de 3,28 para a cerveja produzida com a
propor¢cao 90/10 malte/quinoa, e Martinez (2014) obteve 3,81 para sua cerveja
produzida com a proporcao 55/45 com malte/xarope de milho.

Neste trabalho as menores notas dos atributos sensoriais e intencéo de
compra foram para as cervejas 55/45, demonstrando que quanto maior a
porcentagem de adjunto empregado, mais caracteristicas do mesmo se
sobressairdo na bebida. Foi relatado por alguns provadores, que as cervejas
55/45, apresentam um leve aroma azedo, sendo este aroma caracteristico do
permeado concentrado de leite.

Para a cerveja puro malte também se obteve notas inferiores para todos os
atributos avaliados, sendo em sua maioria estatisticamente iguais (p<0,05) as
notas das cervejas 55/45. Hendges (2014), Martinez (2014) e Brunelli (2012)
obtiveram notas mais altas para todos os atributos avaliados em cervejas puro
malte. Pode-se sugerir que as notas baixas estejam relacionadas ao surgimento
de sabores/aromas indesejaveis na cerveja, devido a concentragcdo do inéculo
com quantidade de células inferior ou um possivel problema na oxigenacao do

mosto.
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5.6 Producao em escala piloto

Considerando que as cervejas 90/10 foram avaliadas pela impressao
global, o sabor e a intensdo de compra, e que os resultados obtidos foram
estatisticamente iguais (p<0,05) tanto para o emprego do permeado hidrolisado
quanto do nao hidrolisado, definiu-se para a produgado em escala piloto a cerveja
com proporgao 90/10 malte/permeado nao hidrolisado, devido ao menor custo e
tempo de producdo da cerveja, por ndo ser necessaria a etapa de hidrélise
enzimatica.

O perfil de fermentagdo do mosto 90/10 com permeado néo hidrolisado, em
escala piloto, pode ser visto na Figura 28.

Figura 28 - Perfil de fermentagao do mosto 90/10 com permeado nao hidrolisado, produzido em
escala piloto. (e) Extrato aparente (°P); (m) Alcool (%V/v); (x) Células em suspensao (107/mL).
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Fonte: Préprio autor.

A producao de etanol foi de 5,64% (v/v), superior ao relatado por Santos
(2011) e Muniz et al. (2014) em escala piloto. Mesmo com o declinio no consumo
de extrato a partir das 120h observou-se que as células em suspenséo
alcancaram a concentragdo celular de 2,23 x 10’/mL, concentracdo menor que a
relatada por Hendges (2014) ao fim da fermentacdo em escala piloto de uma
cerveja com quinoa.
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Na Figura 29 observa-se uma comparagcdo no consumo de extrato
aparente dos mostos 90/10 com permeado nao hidrolisado. Tanto para a
producao em escala piloto quanto para a producdo em escala de bancada, o
consumo de extrato foi semelhante, sendo que para ambas as condicbes com 60h
de fermentagdo mais da metade do exirato havia sido consumido. Na escala
piloto 0 consumo de extrato foi ligeiramente maior demandando um maior tempo
de fermentagéo (144h) comparado a escala de bancada (120h). Os valores finais
de extrato foram 2,41°P para a escala piloto e 3,96°P para a escala de bancada.

Hendges (2014) produzindo um mosto com 45% de quinoa malteada como
adjunto, em escala piloto, relatou um tempo de fermentagcdo de 204h, muito
superior ao encontrado no presente trabalho.

Figura 29 - Comparag¢édo no consumo de extrato aparente dos mostos 90/10 com permeado nao
hidrolisado, em escala de bancada (10L) (e) e escala piloto (120L) (m).
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 30 apresenta a comparagao entre a producao de etanol na escala
piloto e de bancada para a cerveja de proporc¢ao 90/10.
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Figura 30 - Comparagao na produgao de etanol dos mostos 90/10 com permeado nao hidrolisado,
em escala de bancada (10L) (e) e escala piloto (120L) (m).
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Fonte: Préprio autor.

Como ja relatado, a produgao de etanol alcangou 5,64% (v/v) para a escala
piloto e 5,08% (v/v), obtido na escala de bancada. Como na escala piloto o
processo de mostura foi conduzido numa tina dotada de agitacdo, e por ser
possivel um controle mais preciso de temperatura, através de sensores, atribui-se
a estas duas variaveis uma melhor conversdo do malte em acgucares
fermentaveis, podendo explicar o valor ligeiramente maior no consumo de extrato
e producao de etanol para a escala piloto.

O perfil de células em suspensdo, para as cervejas de proporcao 90/10
com permeado ndo hidrolisado, pode ser visto na Figura 31. Na escala de
bancada o declinio das células em suspensdao comecou por volta das 72h de
fermentacdo, e na fermentagdo em escala piloto a concentracdo de células
manteve-se superior ao longo de toda a fermentacdo. A concentragdo maxima de
células em suspensao foi de 3,96 x 107 cel/mL para a escala de bancada e 4,96 x
107 cel/mL para a escala piloto.
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Figura 31 - Comparagao do perfil de células em suspensao dos mostos 90/10 com permeado nao
hidrolisado, em escala de bancada (10L) (e) e escala piloto (120L) (m).
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Fonte: Préprio autor.

5.7 Produtividade em etanol

Na Tabela 24 encontram-se a produtividade em etanol e o tempo de
fermentacdo das cervejas produzidas com diferentes proporgcdes de
malte/permeado concentrado de leite, tanto em escala de bancada quanto em
escala piloto.

Tabela 24 — Produtividade e tempo de fermentagéo das cervejas produzidas com diferentes
proporgoes de malte/permeado.

Cerveja Malte/Permeado (g/cil_F.)h) Tempo (h)
Puro malte 100/0 0,22 156
Permeado nao hidrolisado 55/45 0,23 120
90/10 0,33 120
Permeado hidrolisado 55/45 0,23 168
90/10 0,24 168
Escala piloto (Permeado 90/10 0.31 144

néo hidrolisado)

Avaliando a Tabela 24 verifica-se que as produtividades ficaram entre 0,22
e 0,33 g/L.h as cervejas produzidas com cinco mostos distintos em escala de

bancada e para a cerveja produzida em escala piloto.
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Obteve-se 0,22 g/L.h de Qp para a cerveja puro malte, menor valor
verificado neste trabalho.

Para a cerveja 90/10 com permeado nao hidrolisado, na escala de
bancada, verificou-se o maior Qp, de 0,33 g/L.h. Para a escala piloto o valor foi de
0,31 g/L.h, levemente inferior. Estes valores foram semelhantes ao encontrado
por Santos (2001), que em escala piloto produzindo cerveja com 45% de arroz
preto obteve um Qp de 0,32 g/L.h.

Carvalho (2009), produzindo cervejas com banana como adjunto, observou
que os mostos com extrato original de 12 e 15°P alcangaram um Qp de 0,68 g/L.h
em 72h de fermentagéo.

Muniz et al. (2014) obtiveram seu valor maximo de produtividade
volumétrica em etanol, de 1,07 g/L.h, em 12 horas de fermentacao a 15°C, com
reducao do valor de Qp apds este tempo.

Aizemberg (2015) obteve o maior valor de Qp, de 0,86 g/L.h, na producéo
de cervejas nas proporcdes 75/25 e 50/50 malte/caldo de cana parcialmente
clarificado.



95

6. CONCLUSOES

No desenvolvimento do processo para producdo de uma cerveja de alta
fermentacdo (ale) utilizando o permeado concentrado de leite como adjunto,
pbdde-se concluir que este adjunto possui trés vezes mais lactose que o soro de
queijo comum, além de elevado teor de cinzas, de agua e auséncia de gordura.

A pasteurizacdo mostrou-se o tratamento ideal reduzir a carga microbiana
e preservar o pH e a acidez titulavel do permeado concentrado de leite,
possibilitando seu armazenamento a 5°C, por até 31 dias.

A melhor condigdo de hidrélise enzimatica da lactose presente no
permeado, combinando menor concentracao de enzima e menor tempo, foi obtida
empregando 2,0 mL/L de B-galactosidase em 90 minutos, alcangando 92,5% de
hidrélise.

As cervejas 55/45 e 90/10 com permeado hidrolisado e nao hidrolisado
apresentaram perfis semelhantes de fermentagdo. E a atenuacdo real de
fermentagdo dos mostos aumentou com o emprego do permeado hidrolisado.

As cervejas 90/10 contendo permeado hidrolisado ou nao hidrolisado foram
as mais aceitas sensorialmente nos atributos “impressao global” e “sabor”, bem
como na “intencdo de compra” dos provadores, sendo ambas estatisticamente
iguais (p<0,05).

O emprego de permeado hidrolisado na proporgdo 90/10 nao alterou a
aceitacdo da bebida em relacdo a mesma versdo, mas sem hidrolise. Assim, na
producao, em escala piloto, da cerveja com esta proporcao de permeado, foi
possivel reduzir custo e tempo de produgdo, por ndo ser necessaria a etapa de
hidrolise enzimatica.

Conclui-se que o permeado concentrado de leite pode ser utilizado como
adjunto na fabricagdo de cervejas tipo ale em baixas concentragdes produzindo
uma bebida com boa aceitagdo sensorial.
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Sugestoes para trabalhos futuros

- Acompanhar, nos mostos contendo permeado hidrolisado ou n&o, o perfil
de consumo dos agucares ao longo de toda a fermentagao e quantifica-los;

- Produzir cervejas, com permeado hidrolisado ou ndo, empregando
diferentes leveduras lager e ale, buscando diferengas no perfil de consumo de
acucares pelas mesmas;

- Quantificar os teores de agucares residuais presentes das cervejas;

- Investigar a presenca de galactoligossacarideos nas cervejas com
permeado hidrolisado dado os estudos que associam seu consumo a efeitos
benéficos a saude;

- Produzir cervejas com permeado utilizando maltes especiais, como
maltes torrados, buscando melhor aceitagdo das bebidas com maior proporgéo
deste adjunto;

- Investigar o efeito dos a-acidos do lupulo sobre a atividade da -
Galactosidase.
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APENDICE A

Calculos para producao dos mostos
Os célculos de malte, adjunto, agua e lupulo foram feitos de acordo com
Daniels (2000).

- Calculo de malte, adjunto e agua primaria

Tanto para o mosto puro malte quanto para os mostos 55/45 e 90/10,
considerou-se para agua primaria a propor¢cao 1:3 kg de malte:kg de agua e
assumiu-se uma eficiéncia do processo de 75% para escala de bancada.

A quantidade de extrato necessaria para obter um mosto com 12°P foi

calculada seguinte forma:

E t_meCm an
= Efp

Onde:

Ext = Quantidade de extrato necessario (kg)

Vm = volume de mosto a ser produzido (hL)

Cm = concentracdo de agUcares desejada para o mosto em kg/hL,
transformando a concentracdo em °P (m/m) em m/v com auxilio da tabela de
Goldiner et al. (1951).

Ef, = eficiéncia do processo

Para o célculo da quantidade de malte no mosto puro malte e malte e
permeado nos mostos 55/45 e 90/10, levou-se em consideracdo suas
porcentagens da formulagdo. Para o malte pilsen considerou-se 75% de

rendimento informado na ficha técnica.

Os célculos foram feitos da seguinte forma:

Ext x % malte
Rm

Malte (kg) = (A2)
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Onde:
Ext = Quantidade de extrato necessario (kg), calculado anteriormente
% malte = porcentagem de malte na formulacéo

Rm = rendimento do malte (%)

Ext x % permeado
Permeado (L) = OCF; (A3)

Onde:

Ext = Quantidade de extrato necessério (kg), calculado anteriormente na
equacao (A1)

% permeado = porcentagem de permeado na formulagao

Cp = concentracdo de sdblidos soluveis do permeado em kg/hL,
transformando a concentracdo em °Brix (g/100g) em m/v com auxilio da tabela de
Goldiner et al. (1951).

Para a producado de 8L do mosto puro malte foram utilizados 1,78kg de
malte e 5,35L de agua primaria.

Para a producdo de 8L dos mostos 55/45 empregando o permeado
concentrado ndo hidrolisado foram utilizados 0,98kg de malte, 2,86L de permeado
nao hidrolisado e 2,94L de agua primaria.

Para a producdo de 8L dos mostos 90/10 empregando o permeado
concentrado ndo hidrolisado foram utilizados 1,60kg de malte, 0,636L de
permeado nao hidrolisado e 4,81L de agua primaria.

Como o lote de permeado concentrado utilizado para hidrélise enzimatica
foi diferente, a concentracao de sdélidos soluveis estava levemente diferente e por
isso os valores de permeado foram ajustados.

Sendo assim, para a producdo de 8L dos mostos 55/45 empregando o
permeado concentrado hidrolisado foram utilizados 0,98kg de malte, 2,81L de
permeado nao hidrolisado e 2,94L de agua primaria. E para a producédo de 8L
dos mostos 90/10 empregando o permeado concentrado n&o hidrolisado foram
utilizados 1,60kg de malte, 0,625L de permeado nao hidrolisado e 4,81L de agua

primaria.
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A quantidade de agua secundaria utilizada na lavagem dos mostos foi

variavel sendo estabelecido lavar até que o mosto saisse com 4-5°Brix.

- Calculo de lupulo

Estabeleceu-se produzir cervejas com 20 IBUs. O calculo estimado de IBU
foi feito de acordo com DANIELS (2000) e considera a taxa de utilizagdo do lupulo
em fung¢ao do tempo de fervura, o volume e concentragao do mosto.

A quantidade de lupulo utilizado foi a mesma em todos os mostos, pois a
concentragcdo do mosto (12°P), o volume (8,0L) e os tempos de adi¢do do lupulo
foram os mesmos.

Sabendo que 1 IBU é igual a 1mg de iso-a-acido por litro de cerveja, temos
que para 20 IBU em 8,0L serdo necessarios 160mg de iso-a-acido. A
porcentagem de isomerizagao dos a-acidos do Iupulo varia com o tempo em que
o lupulo encontra-se em fervura, como disposto na Tabela 23 (DANIELS, 2000).
Optou-se por fazer a adicao de 70% do total de lupulo para ferver por 60 minutos,
20% do total para ferver por 15 minutos e 10% do total para ferver por 5 minutos.
No inicio da fervura foram adicionados 2,699 de zeus, faltando 15 minutos para o
término da fervura mais 1,53g de zeus e nos 5 minutos finais de fervura 1,929 de

Zeus.

Tabela A1 - Valores de isomerizagao do lupulo de acordo com o tempo de fervura.

% de isomerizacao do

Tempo de fervura (minutos) lupulo em pellet

Lupulo seco 0
0a9 6
10a19 15
20 a 29 19
30a44 24
45 a 59 27
60 a 74 30
75 ou mais 34

Fonte: (DANIELS, 2000).
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Nome:

APENDICE B

Figura B1 - Questionario da Andlise Sensorial

QUESTIONARIO
Idade: Sexo:

() Professor () Funcionario () Aluno Pos-Graduacao () Aluno Graduacao

1)

2)

3)

4)

5)

Vocé é um consumidor de cerveja?
() Sim () Nao

Com qual frequéncia vocé consome cerveja?
() Ocasionalmente () 1vez por més () 1 vez por semana
() 2 ou mais vezes por més () 2 ou mais vezes por semana

Qual sua cerveja ou estilo preferido?

Vocé sabe o que é uma cerveja de alta fermentagao (ale)?
() Sim () Nao

Vocé gosta de cervejas de alta fermentacao (exemplo de alguns estilos: trigo, pale ale, india pale
ale, blond ale, saison, tripel. stout, porter...)?
() Sim () Nao
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Figura B2 — Ficha de avaliagao da Andlise Sensorial

FICHA DE ANALISE SENSORIAL

Voce esta recebendo 5 (cinco) amostras de cerveja. Por favor, avalie as amostras codificadas da
esquerda para a direita e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou da
mesma.

Escala:

9 — gostei extremamente 4 — desgostei ligeiramente

8 — gostei muito 3 — desgostei moderadamente
7 — gostei moderadamente 2 — desgostei muito

6 — gostei ligeiramente 1 — desgostei extremamente

5 — nem gostei/ nem desgostei

Caodigo da amostra

Impressao Global
Cor

Aroma

Sabor

Aparéncia

Agora, use a escala abaixo e avalie qual seria sua atitude quanto a compra dos produtos.

Escala:

5 — eu certamente compraria este produto 2 — eu provavelmente nao compraria este produto
4 — eu provavelmente compraria este produto 1— eu certamente ndo compraria este produto

3 — eu tenho ddvidas se compraria ou nao este

produto

Codigo da amostra | | | | | |

Intensao de
compra

Comentarios:




