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RESUMO

BOFFILL RODRIGUEZ, Y. Emprego do malte de sorgo na producao de bebidas
fermentadas sem gluten com baixo teor alcodlico. 2019. 147p. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2019.

O interesse pelo malte de sorgo para substituir os maltes de outros cereais que
contem gluten, na producéo cervejas, tem aumentado nos ultimos tempos. Esse
empenho é devido a necessidade de oferecer bebidas sem gluten as pessoas com
doenca celiaca. A doenca celiaca é uma sindrome caracterizada por dano da
mucosa do intestino delgado causada pelas prolaminas, e o tratamento chave é a
eliminacao do gluten da dieta. Uma das vantagens do cultivo do sorgo é que ele se
adapta a forte estresse ambiental, como a seca. Por outro lado, as bebidas a partir
deste cereal caracterizam-se por seu alto valor nutritivo. No entanto, na elaboragéo
de bebidas fermentadas a partir do sorgo, as principais desvantagens sao a alta
temperatura de gelatinizacdo do amido e o baixo teor de enzimas hidroliticas
desenvolvidas no processo de maltagem. Assim, o objetivo da presente pesquisa
foi maximizar os parametros de qualidade na maltagem, na mosturacdo e na
fermentacdo de mosto a base de sorgo, usando a Metodologia de Superficie de
Resposta. Foram realizados experimentos prévios de um unico fator para avaliar a
influéncia, sobre as respostas, de fatores, tais como as temperaturas de imersao e
de germinacdo na maltagem; o pH e a temperatura de atividade proteolitica, na
mosturacado, e o pH e o tempo de maturacdo, na fermentacdo. Também foram
selecionados 0s niveis baixos, médios e altos dos fatores experimentais do
delineamento composto central rotacional. As condi¢des étimas para a maltagem
do sorgo para obter valores adequados de poder diastasico, extrato em agua
quente, nitrogénio amino livre e perdas da maltagem foram 0,17% de hidréxido de
sodio, 39,81 h de imersdo e 120,62 h de germinacdo. Na mosturacdo, para
maximizar o extrato em agua quente e o nitrogénio amino livre, temperaturas de
51,47 °C para a B-amilase e de 71,14 °C para a a-amilase sao étimas. Podem ser
obtidos adequados valores de etanol, fator de conversao de substrato em produto,
produtividade volumétrica, grau real de fermentacao, cor, pH e nitrogénio amino
livre com condicoes 6timas de tempo (153 h) e de temperatura (16,24 °C). A
confiabilidade do método foi confirmada através da realizacdo de experimentos sob
condigbes 6timas. A analise sensorial das bebidas fermentadas, em escala de
laboratério, revelou que valores de 120 h e 12 °C sdo 6timos para a sua
aceitabilidade. Na analise sensorial, das bebidas em escala piloto, foi observado
que o sabor e a intengcdo de compra da bebida fermentada de sorgo nao
apresentaram diferencas significativas com as da cerveja sem gluten,
comercializada no mercado. Assim, o malte de sorgo é uma matéria prima
promissora para a fabricacdo de bebidas fermentadas sem gluten destinadas aos
doentes celiacos.

Palavras-chave: enzimas. fermentacao. maltagem. mosturacdo. parametros de
qualidade.



ABSTRACT

BOFFILL RODRIGUEZ, Y. Use of sorghum malt for the production of
gluten free fermented beverages with low alcohol content 2019. 147p.
Thesis (Doctoral of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

In beer production, the interest in sorghum malting to the replacement gluten-free
malts has increased in recent times. This effort is due to the need to offer of gluten-
free beverage to people with celiac disease. Celiac disease is a syndrome
characterized by damage of the intestinal mucosa caused by prolamines, and its
keystone treatment is the elimination diet of gluten. One of the advantages of
sorghum cultivation is that it adapts to strong environmental stress, such drought.
On the other hand, beverages from this cereal are characterized by their high
nutritional value. However, in brewing with sorghum malt, the main disadvantages
are its high starch gelatinization temperature and low hydrolytic enzymes level
developed in malting. Thus, the aim of this present research was to maximize
sorghum quality parameters in malting, mashing and sorghum wort fermentation
applying Response Surface Methodology. Previous single factor experiments, such
as germination and steeping temperature in malting; pH and proteolytic activity
temperature in mashing; and pH and maturation time in fermentation, were
performed to evaluate the influence of factors on responses. The lower, middle and
upper of the experimental factors of the central composite design were also
selected. The optimum conditions for sorghum malting to obtain suitable values of
diastatic power, hot water extract, free amino nitrogen and malting loss were 0,17%
of sodium hydroxide, 39,81 h of steeping and 120,62 h of germination. In mashing,
to maximize hot water extract and free amino nitrogen, temperatures of 51,47 °C for
B-amylase and 71,14 °C for a-amylase are optimum. Under optimum conditions of
time (153 h) and temperature (16,24 °C) suitable values of ethanol, converting factor
of substrate in product, volumetric productivity, real degree of fermentation, color,
pH, and free amino nitrogen can be obtained. The reliability of the method was
confirmed by performing experiments under optimal conditions. Sensorial analysis
of the beverage produced in laboratory scale shows that the optimum fermentation
conditions for its acceptability are 120 h and 12 °C. In sensorial analysis of
fermented beverage in pilot scale, not significant differences in flavor and purchase
intent were observed in respect with commercialized gluten free beverage in market.
Thus, sorghum malt is a promising raw material for gluten-free fermented beverage
production.

Keywords: enzymes. fermentation. malting. mashing. quality parameters.
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1 INTRODUCAO

Muitos dos alimentos e das bebidas sao feitos a partir de cereais que contém
gluten tais como o trigo, o centeio, a cevada e a aveia. O gluten é uma mistura
complexa de proteinas composta por prolina e glutamina (prolaminas) presente
nesses cereais (FASANO; CATASSI, 2001; ROSELL et al.,, 2014; TAYLOR,;
ARENDT, 2016).

Contudo, em pessoas com predisposicdo genética, a ingestdo destes
cereais provoca uma reacao ao gluten caracteristica da doencga celiaca. A doenca
celiaca tem afetado cerca de 1% da populacdo mundial (CATASSI; GATTI;
FASANO, 2014). Conforme Fasano e Catassi (2001), a DC, em individuos
geneticamente susceptiveis, € uma sindrome caracterizada por dano da mucosa
do intestino delgado causada pelas prolaminas. Os autores afirmam que o
tratamento chave da DC é a dieta, ao longo da vida, na qual os produtos que contém
gluten sao eliminados. Neste sentido, ha varios estudos, direcionados aos doentes
celiacos, sobre alimentos livres de glaten, tais como bolos (GOMES et al., 2014),
biscoitos (MARIANI et al., 2015) e paes (SILVA et al., 2017).

Além disso, comercializam-se cervejas sem gluten, obtidas a partir do malte
de cevada, como revisado por Taylor e Arendt (2016). Esses produtos podem ser
tratados com enzimas para degradar ou remover as prolaminas (TAYLOR; JACOB,;
ARENDT, 2015b) ou submetidos a processos de filtracdo que reduzem as
prolaminas (TAYLOR; JACOB; ARENDT, 2015a). No entanto, devido a que as
prolaminas, nesses processos, ndo sdo nao eliminadas totalmente, isto faz com
gue as bebidas ndo sejam totalmente seguras para os doentes celiacos.

Por outro lado, tem havido um crescente desenvolvimento de cervejas lager
usando proporcoes de cereais distintos do malte de cevada (TAYLOR; DLAMINI;
KRUGER, 2013). Os autores informaram que existem varias cervejas lager,
totalmente sem cevada, por exemplo, a Bard’s preparada a partir de sorgo, nos
Estados Unidos (EUA).

E assumido que o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) tem grande potencial
para ser usado na producao de alimentos e bebidas sem gluten (OGBONNA, 2011;
ARENDT; SCHNITZENBAUMER, 2014). Um estudo demonstrou que hibridos de
sorgo branco foram as matérias primas alternativas que produziram os melhores
maltes para a indGstria cervejeira (GARZON; DRAGO, 2018). Além disso, é muito
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consumido na Africa e, nesse continente, ha varias pesquisas sobre bebidas nio
fermentadas (ELGORASHI; ELKHALIFA; SULIEMAN, 2016) e fermentadas
(ADEGBOLA et al.,, 2013); (DJAMEH et al., 2015) a partir desse cereal.
Especificamente, Lyumugabe et al. (2012) ressaltaram a variabilidade das cervejas
de sorgo; dentre as mesmas, encontram-se: ikigage, merissa, doro, dolo, pito,
amgba, tchoukoutou. Esses autores reportaram que essas bebidas séo ricas em
aminoacidos essenciais, calorias, vitaminas do complexo B, incluindo tiamina, acido
félico, riboflavina e acido nicotinico. Contém grandes quantidades de minerais,
dentre os quais se encontram ferro, fésforo, potassio e s6dio; demonstrando assim
que, a substituicdo da cevada pelo sorgo, na producao de cerveja, esta baseada,
também, em seu alto valor nutritivo.

O sorgo, ao contrario da cevada, é muito bem adaptado as condigdes
semiaridas e subtropicais. Uma das vantagens de seu cultivo é que ele pode
crescer sob forte estresse ambiental, como a seca, em que 0s cereais temperados
nao conseguem se desenvolver (AGU; PALMER, 1998; PRASAD et al., 2007). O
sorgo € o quinto cereal mais importante na produ¢cdao mundial, apés trigo, arroz,
milho e cevada (SERNA-SALDIVAR; TELLES-GIRON; ROONEY, 1988; ANGLANI,
1998; WONG et al., 2009). J& no Brasil, o sorgo encontra-se em quarto lugar na
producéo de cereais, antes da cevada (FAO, 2015).

Em paises da América, o sorgo tem um preco relativamente mais baixo,
quando comparado ao da cevada. Por exemplo, os pregos registros do sorgo e da
cevada, em délar dos Estados Unidos (USD) por tonelada (USD/tonelada), na
Bolivia, Colémbia, no México, Uruguai e EUA tém sido 163,50 e 407,30; 300,20 e
429,10; 189,20 e 235,70; 156,10 e 227,30; e 120,00 e 253,00, respectivamente
(FAO, 2015).

Contudo, as principais desvantagens no uso do sorgo, na producao cerveja,
sdo a alta temperatura de gelatinizacado do amido (> 70 °C) e o baixo poder
diastatico (OWUAMA, 1997; OGBONNA, 2011). Nesse sentido, Dufour e Mélotte
(1992) atribuiram os problemas de sacarificacdo, nas variedades de sorgo
estudadas, a grande variabilidade da temperatura de gelatinizacao e viscosidade
do amido, e a falta de p-amilase em muitos dos graos. Tem sido estabelecido que
as condi¢des da maltagem tais como a concentracao de hidréxido de sodio (NaOH),
o tempo de imersdo, o tempo de germinagao e o tipo de cultivar influenciam na
qualidade do malte (NOVELLIE, 1962b; PATHIRANA; SIVAYOGASUNDARAM,;
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JAYATISSA, 1983; MORRALL; BOYD; TAYLOR, 1986b; LEFYEDI; TAYLOR,
2006; BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012; DUAMEH et al., 2015).

Um indice critico da qualidade do malte tal como o DP, deve ser adequado
para a conversao deste em extrato (acucares fermentaveis) para a fermentacao
pelas leveduras. O malte deve também produzir quantidade suficiente de nitrogénio
amino livre requerido pelas leveduras para o crescimento e producéo de éalcool e
compostos aromaticos durante a fermentacao (DJAMEH et al., 2015).

Por outro lado, as minimas perdas no processo de maltagem garantem a
qualidade do mesmo. Devido a alta temperatura de gelatinizacdo do amido de
sorgo, a mosturagao por infusdo, comumente realizada com o malte de cevada, nao
pode ser usada com o malte de sorgo. Por isso, usa-se a mosturagao por
decantagao; assim, o amido é gelatinizado, por fervura, e depois sacarificado
(GUERRA et al., 2009; AGU; PALMER, 2013) para extrair a maior quantidade de
acucares fermentaveis necessarios na fermentagdo, os quais dependem da
variedade usada (ARCHIBONG et al., 2015).

A aceitabilidade das cervejas de sorgo é ainda uma limitacdo. Necessitam-
se de estudos para atingir as caracteristicas sensoriais adequadas que agradem
ao consumidor. Ha varios anos, Owuama (1997) ressaltou que a otimizacao das
condi¢cdes da maltagem, mosturacao e fermentacdo do mosto a partir do malte de
sS0rgo sao necessarias para produzir bebidas com o citado cereal.

Diante do exposto, 0 objetivo deste projeto de pesquisa foi avaliar os fatores
que influenciam na maltagem de sorgo (concentracdao de NaOH na imersao, tempo
de imersédo e de germinacao; na mosturacao (temperatura das atividades a e -
amilase), e na fermentacdo (tempo e temperatura) na producdo de bebidas
fermentadas sem gluten.

A metodologia de superficie de resposta, baseada no delineamento composto
central rotacional, foi usada para a maximizacao de variaveis respostas tais como
poder diastatico, extrato em agua quente, nitrogénio amino livre e perdas da
maltagem, na maltagem; HWE, FAN, na mosturagéo; e teor alcodlico, fator de
conversdao de substrato em produto, produtividade volumétrica, grau real de
fermentacao, cor, pH e FAN, na fermentagdo. Assim as melhores condi¢des
poderiam ser escalonadas para a producao de uma bebida fermentada sem gluten

e, aquelas pessoas que apresentam a doenca celiaca, poderiam consumir uma
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bebida compativel com seu metabolismo. Além disso, seria um produto atrativo,

mesmo para aqueles consumidores que nao apresentam essa doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Termo “sem gluten”

O Codex Alimentarius € uma comissao conjunta da Organizacao das Nacgdes
Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) e da Organizacao Mundial de Saude
(OMS) com o objetivo de estabelecer normas internacionais na area de alimentos,
incluindo padrdes, diretrizes e guias sobre Boas Praticas e Avaliacdo de Seguranca
e Eficacia. Seus principais objetivos sdo proteger a saude dos consumidores e
garantir praticas leais de comércio entre os paises (CODEX, 2006). Segundo essa
Comissao, os alimentos livres de gluten sdo aqueles produzidos a partir de
ingredientes que n&o contém trigo, cevada, centeio, aveia ou triticale (cereal hibrido
do trigo e do centeio), ou seus constituintes que ndo excedam 20 mg de gluten por
Kg de alimento (20 ppm).

Outra categoria de produtos definida pelo Codex inclui aqueles alimentos
com ingredientes provenientes dos anteriormente citados que passaram por
processo de reducdo do contetdo de glaten a um nivel de até 100 mg de gluten por
Kg de alimento (20 — 100 ppm). Nesse caso, o alimento ndo deve ser denominado
“livre de gluten”. O Codex preconiza ainda que os alimentos contemplados nessa
norma devem ser produzidos de acordo com as Boas Praticas de Fabricacao, para
evitar possivel contaminacao com gluten (CODEX, 2008). As Boas Praticas de
Fabricacao estao relacionadas ao uso correto de equipamentos e utensilios e a
producao do alimento e documentacao (BICUDO; FERREIRA; SAMPAIO, 2013).

A maior parte dos regulamentos de rotulagem relativos ao gluten no mundo
€ baseada na norma do Codex. Apesar disso, a implementacao nacional de normas
equivalentes apresenta diferencas importantes entre os paises e depende das
decisdes das autoridades locais (DIAZ-AMIGO; POPPING, 2012).

No Brasil, a lei 8.543, de dezembro de 1992, determina a impressao de
adverténcia em rétulos e embalagens de alimentos industrializados que contenham
gluten. Segundo essa lei, devera ser expressa a adverténcia com relacdo a
presenca de gluten quando a composicao do alimento incluir trigo, cevada, centeio,
aveia, malte e/ou seus derivados (BRASIL, 1992).

Existem controvérsias se as fragdes de prolaminas e gluteninas da aveia sdo
adequadas para celiacos (FRIC; GABROVSKA; NEVORAL, 2011). Apesar de nao

ser classificada como livre de gluten, a aveia pode ser tolerada por muitos celiacos
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(PERAAHO et al., 2004). Fasano e Catassi, (2001) relatam que as controvérsias
existentes sdo atribuiveis a falta de evidéncia cientifica solida para um limiar de
consumo de gluten abaixo do qual nao ocorre dano. De fato, uma revisao, feita por
Kerpes, Fischer e Becker (2017), demonstrou que 0s poucos estudos clinicos sobre
a toxicidade da aveia para celiacos ainda sao contraditorios.

Um produto proveniente dos cereais é o malte. Segundo Fasano e Catassi
(2001) o malte também é tdxico para doentes celiacos, porque contém um
hidrolisado parcial das prolaminas de cereais como a cevada, por exemplo. O malte
de cevada pode conter entre 100 e 200 mg de prolaminas da cevada por 100 g de
malte (ELLIS et al., 1994).

A Tabela 1 apresenta uma variedade de graos amplamente utilizados na

alimentacao, dos quais alguns sao permitidos para a dieta dos doentes celiacos.

Tabela 1 - Diretrizes gerais para a dieta de doentes celiacos

Nao permitido Permitido
Trigo (familia Triticumn) Arroz, arroz selvagem
Centeio (Secale cereale) Milho
Cevada (Hordeum vulgare) Sorgo
Triticale Painco
Aveia (Aveina sativa) Trigo-sarraceno
Quinoa
Soja

Fonte: Dados de (FASANO; CATASSI, 2001)
2.2 Cervejas ou bebidas fermentadas?

Na Africa (LYUMUGABE et al., 2012; LYUMUGABE et al., 2014) e em paises
de América do Sul, como Argentina (GARZON; DRAGO, 2018), a “cerveja” é
denominada como o produto final obtido pela fermentacdo do mosto do malte de
cereais.

J4, no Brasil, essa denominacéo é diferente. Segundo o Decreto n° 6.871,
(BRASIL, 2009), regulamenta a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, dispbe sobre
a padronizacao, a classificacéo, o registro, a inspecéo, a producao e a fiscalizacédo
de bebidas, define a cerveja como a bebida produzida s6 pelo malte de cevada.
Neste decreto, o artigo 36 define a cerveja como a bebida obtida pela fermentacao

alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acao
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da levedura, com adic¢ao de lupulo. Afirma que o malte de cevada e o lUpulo poderéao
ser substituidos por seus respectivos extratos, e que o malte é o produto obtido
pela germinacao e secagem da cevada, devendo o malte de outros cereais ter a
designacao acrescida do nome do cereal de sua origem. O artigo 2° define que a
bebida é o produto de origem vegetal industrializado, destinado a ingestao humana
em estado liquido, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica. Segundo o artigo
12, esta pode ser: (i) ndo alcodlica, com graduacgao alcodlica até meio por cento em
volume, seja ela fermentada ou nao e (ii) alcodlica, com graduacao alcodlica acima
de meio por cento em volume até cinquenta e quatro por cento em volume. No
Brasil, comercializam-se cervejas sem gluten, produzidas no pais. Por exemplo a
cerveja pilsen Wienbier 55 (Figura 1), elaborada a partir de cevada e cereais nao
malteados.

Figura 1 - Cerveja Wienbier sem glaten comercializada no Brasil

Fonte: Arquivo pessoal

2.3 Sorgo

O sorgo pertence a familia Graminae, do género sorghum (OWUAMA, 1997).
Ele € um dos cereais recomendados, como alimento seguro, para pacientes
celiacos (MULTANI et al., 2003). Duas das espécies mais conhecidas de sorgo séo
Sorghum vulgare e Sorghum bicolor L. Moench. Os graos de sorgo variam de
vermelho, preto e marrom a amarelo e branco. Essas diferentes cores ou pigmentos
sao devidos a variacdo do conteudo de polinendis dos graos, os quais sao
localizados no pericarpo-testa (PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989). A maioria
das proteinas do sorgo é encontrada dentro do endosperma do gréo. As principais
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fracOes proteicas do sorgo sao as prolaminas e as glutelinas. O sorgo contém mais
prolaminas do que a cevada. A prolamina no sorgo é a kafirina, uma proteina
semelhante a do milho (zeina) em peso molecular, estrutura, solubilidade e
composicao de aminodcidos (SECKINGER; WOLF, 1973). A kafirina é
predominante em trés formas: a-, B- e y-kafirina, sendo a-kafirina a forma principal
(MUSIGAKUN; THONGNGAM, 2007). Estas prolaminas de sorgo estao localizadas
dentro dos corpos de proteina no endosperma amilaceo (Figura 2) (TAYLOR,;
NOVELLIE; LIEBENBERG, 1984).

Figura 2 - Sec¢éao longitudinal dos gréos de sorgo e cevada
Sorgo

_— Pericarpo-testa

Camada de aleurona

Endosperma amildceo cdmeo

Coledptil
Acrospira{ oledptilo

LIS Escutelo

~ Endosperma amildceo periférico

- Camada intermediaria
Radicula

Colearriza — . R
= Células epiteliais

Cevada

Células epiteliais

Tecido provascular

Acrospira {Coleépﬁlo

Pericarpio-testa

Plimula

Radiculas

Camada de aleurona

Coleorriza  Escutelo Camada intermediaria

Fonte: (PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989)

Existem diferencas marcantes entre os grao de sorgo e de cevada como as
relacionadas com o pericarpo-testa, as caracteristicas do endosperma e as
enzimas que o degradam, e as perdas durante a maltagem (Tabela 2). O pericarpo
€ a parede do fruto e a testa é a casca da semente (PALMER, 1989).

Palmer, Etokapan e Igyor (1989) assinalaram que os pigmentos, descritos
como taninos, compreendem flavonoides e antocianinas. Alguns destes polifendis
estao localizado na regido nuclear da testa. Os graos de sorgo que nao tém tecido
nucelar tém, portanto, niveis reduzidos de polifendis. Os polifendis tais como as
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proantocianidinas (taninos condensados), podem reagir com as proteinas, fazendo

com que elas precipitem no mosto ou na cerveja.

Tabela 2 - Diferengas estruturais entre os grdaos de sorgo e de cevada

Diferencas
Graos de sorgo Graos de cevada
Pericarpo-testa
Niveis de pigmentagdo por altos baixos
polifenois®P
Grénulos de amido® presentes ausentes
Caracteristicas do endosperma do grao malteado
Compactagéao do amido? nao friavel friavel
Producao de enzimas que degradam o endosperma
Escutelocd a-amilase e carboxipeptidase
Endosperma amilaceo®d endo-B-glucanase, carboxipeptidase e -amilase
dextrinase  limite, endo-
protease
Camada aleuronac a-amilase, endo-protease,
dextrina limite e endo-B-
glucanase

Perdas durante a maltagem
Porcentagem® 20 7
Fonte: 2(ERDAL, 1986); °(PALMER, 1989); ¢(PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989); 4(AISIEN;
PALMER; STARK, 1983)

Durante a germinacao, o horménio acido giberélico, induz a camada de
aleurona da cevada a producdo de enzimas que degradam o endosperma
(PALMER, 1989), mas este hormbnio ndao desempenha tal papel no
desenvolvimento das enzimas no sorgo (AISIEN; PALMER; STARK, 19883;
PALMER, 1989).

O fosfato, um mineral importante encontrado no tecido da aleurona da
cevada e no embrido do sorgo (PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989), pode
explicar as diferengas nos potenciais de producédo das enzimas em ambos cereais
(AGU; PALMER, 1998).

Uma composicao aproximada dos gréaos de sorgo e cevada € apresentada
na Tabela 3.

O graos de sorgo classificam-se segundo a cor do pericarpo (sementes) e
ao tipo de endosperma. De acordo a cor do pericarpo, as variedades de sorgo
classificam se em tipo I, Il e Ill. O tipo |, sem taninos, pericarpo nao pigmentado; e
os tipos Il e lll, sorgos taninos, pericarpo pigmentado (DYKES et al., 2005). O tipo
Il apresenta menor teor de taninos do que o tipo Il (DYKES; ROONEY, 2006).
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Tabela 3 - Composi¢gao aproximada dos graos de sorgo e cevada
Grao de sorgo (%) Grao de cevada (%)

Embrido 8,0 4,0
Endosperma 86,0 80,0
Pericarpo-testa 6,0 6,0
Aleurone - 10,0
Amido 70,0 65,0
Nitrogénio x 6.25 = proteina 10,0 11,0
Lipideos 4,0 3,0
B-D-glucano 0,4 3,3
Pentosano 2,5 9,0
Cinzas 1,6 3,1
Temperatura de gelatinizagdo do amido 75°C 62 - 63°C

Fonte: (PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989)

Os sorgos taninos tipo Il sdo invariavelmente de aparéncia branca, enquanto
os de tipo lll sdo invariavelmente de cor vermelho o marrom; embora, ha variedades
com estas cores que ndo contém taninos (ROONEY; MILLER, 1982). E assumido
que a maioria dos tipos de sorgo nao tanino tem um endosperma cérneo ou duro;
ja os tipos tanino uma textura predominantemente farinhosa ou branda (ADETUNJI
et al., 2013). Segundo Waniska, Poe e Bandyopadhyay (1989), o endosperma
brando desse tipo de sorgo € devido a presenca de taninos que servem como
mecanismo de defesa contra o ataque de fungos.

O endosperma dos sorgos cerosos contém 100% de amilopectina (0%
amilose) enquanto o endosperma dos nao-cerosos normais sdo compostos, de
aproximadamente 75 % de amilopectina e 25% de amilose (ROONEY; MILLER,
1982). Taylor et al. (2006) assinalaram que as variedades cerosas sao
reconhecidas por ter melhor potencial para a producédo de cerveja, devido a sua
textura de endosperma branda que ajudam aos granulos de amido a se gelatinizar
rapidamente, e, portanto, favorecem uma hidrélise melhorada por amilases e

proteases, qguando comparados com Sorgos nao-cerosos.
2.4 Limitacoes do sorgo na producao de cerveja

Conforme Owuama e Okafor (1987), o processo de producao de cerveja
envolve o0 processo de maltagem e etapas de mosturacéo, fervura do mosto,

fermentacdo, maturacdo e envase. A producao de cervejas lager com sorgo, pelo



23

método convencional, envolve o uso de sorgo ndo maltado como adjunto, malte de
sorgo em varios niveis de substituicdo pelo malte de cevada, ou sé malte de sorgo
(OKAFOR; ANICHE, 1980; OLATUNJI et al., 1993). Alguns trabalhos tém sido
realizados para otimizar condicdes as quais afetam a maltagem, secagem,
mosturacao e fermentacao durante a producao de cerveja convencional com sorgo
(OWUAMA; OKAFOR, 1987; OLATUNUJI et al., 1993; OWUAMA; ASHENO, 1994).

Na producdo de cerveja de sorgo, as limitagdes do processo estdo
relacionadas, principalmente, com as etapas do processo de maltagem e a etapa
de mosturacao. Além da alta temperatura de gelatinizacdo do amido, o malte de
sorgo apresenta insuficiente nivel de enzimas hidroliticas, quando comparado com
o malte da cevada, especificamente o nivel de p-amilase. Taylor e Robbins (1993)
relataram que os graos de sorgo ndo germinados nao possuem atividade B-amilase
e que, depois da maltagem, o sorgo tem uma atividade B-amilase inferior aos 25%
do nivel dessa atividade no malte de cevada. Por outro lado, tem sido reportado
que o tempo de germinagao é um fator critico na atividade B-amilase (HASSANI;
ZARNKOW; BECKER, 2014). As causas da baixa atividade B-amilase tém sido
explicadas por varios autores. Por exemplo, Uriyo e Eigel (1999) explicaram que
essa debilidade é devida a interacdo entre B-amilase e polifendis. Diversamente,
Dufour e Mélotte (1992) mostraram que a atividade B-amilase permanece fraca,
mesmo em variedades de sorgo com baixo teor de polifendis. Os autores atribuiram
0s problemas de sacarificacdo, nas variedades de sorgo estudadas, a grande
variabilidade da temperatura de gelatinizacao e viscosidade do amido, e a falta de
B-amilase em muitos dos graos. A variabilidade no comportamento da temperatura
de gelatinizagdo do amido e das viscosidades foi atribuida as porcentagens
variaveis de ramificacdo em amilopectina e diferentes forcas de ligacao nos
granulos (maior resisténcia ao inchamento e a ruptura).

Outros autores afirmam que, a parte dos polifendis, o baixo nivel de
proteinas sollUveis também pode inibir a atividade B-amilase. As proteinas formam
uma matriz que envolve os granulos de amido e, se ndo sao solubilizadas durante
a germinacao, inibem a hidrélise do amido pela B-amilase (PALMER; ETOKAKPAN;
IGYOR, 1989). Por outro lado, a protedlise é vital para a geracao de FAN e
peptideos curtos, durante a maltagem. No sorgo, a atividade proteolitica também é
outra limitacdo. Segundo Evans e Taylor (1990a), a protedlise é provocada pela

acao das enzimas proteoliticas do malte. O baixo grau de protedlise (atividade
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proteolitica) afeta negativamente o rendimento, a filtragdo e a fermentabilidade do
mosto, como também a espuma e a estabilidade da cerveja. Um grau de protedlise
adequado é decorrente de adequados niveis de TSN e de FAN. Além disso, a
degradacao incompleta das proteinas estruturais e de armazenamento do gréo,
durante a maltagem, limita a extenséo da solubilizagdo de carboidratos, durante a
mosturacao (AGU; PALMER, 1997c). Como observado, os principais obstaculos do
malte de sorgo para ser usado na producao de cerveja sdo decorrentes das acdes
limitadas das enzimas amiloliticas e proteoliticas; dessa maneira, fica
comprometida a producdo de malte de boa qualidade devido a baixa atividade
enzimatica. Isso proporciona as desvantagens econémicas relacionadas com a
filtracdo do mosto. Entretanto, essas limitagdes podem ser minimizadas por meio
de: (i) a escolha adequada da variedade de sorgo, que apresente baixa temperatura
de gelatinizacdo e alto poder diastatico; (ii) otimizacdo da maltagem, e (iii)

otimizacédo da mosturacao.
2.5 Parametros de qualidade dos graos de sorgo
2.5.1 Influéncia do cultivar

A cultivar de sorgo influi nos parametros de qualidade do malte. Assim o
mosto pode ter ou ndo os substratos necessarios para serem utilizados pelas
leveduras, durante a fermentacdo, por exemplo os acucares fermentaveis e
nitrogénio, expressos como HWE e FAN, respectivamente. Os resultados obtidos
por Agu e Palmer (1997b) indicaram que diferentes variedades de sorgo macerados
sob condicbes similares mostraram ampla variacdo em seus perfis de agucares,
devido as diferencas estacionais (condicdes ambientais) e de processamento
(maltagem a 20 e 30 °C). Por exemplo, as cultivares SS 16 (cultivar branca) e SS
9 (cultivar vermelha) produziram baixos niveis de glicose e mais maltose quando
germinados a 30 °C. No entanto, quando a maltagem foi realizada a 20 °C, eles
produziram altos niveis de glicose e maltose. Os autores também descreveram que
a 30 °C, a cultivar de sorgo vermelho, desenvolveu as atividades a e B-amilase
perfeitamente, ndo acontecendo 0 mesmo com a variedade de sorgo branco, o que
demostra a influéncia do cultivar de sorgo na qualidade da maltagem, e que nem
sempre ha uma relagdo direita entre os niveis das a e B-amilases do malte e a

relacao entre maltose e glicose encontrada no mosto.



25

A temperatura de gelatinizacdo do amido de sorgo € superior ao da cevada.
Especificamente, Beta e Orke (2001) reportaram um intervalo entre 67 — 81 °C para
0 sorgo, e Aisien e Muts (1987) entre 63 — 64 °C para a cevada. Guerra et al. (2009)
relatam que altas temperaturas de gelatinizacdo do amido incrementam a
desativacdo térmica das enzimas do malte de sorgo. Por conseguinte, as
simultaneas gelatinizacdo e hidrdlise do amido, as quais ocorrem durante a
mosturacdo do malte de cevada, é um problema no caso do malte de sorgo. A
variedade de sorgo também determina a temperatura de gelatinizacado do amido.
Por exemplo, Beta et al. (2000) afirmaram que Barnard Red, uma variedade de
sorgo vermelho da Africa do Sul, gelatiniza o amido a 59,4 °C, enquanto o sorgo

Chinés, de Hong Kong gelatiniza a 66,2 °C.
2.5.2 Peso de 1000 graos

O peso de 1000 graos (PMG) € um indicador do tamanho dos graos
(CHIREMBA; ROONEY; TAYLOR, 2011). Os citados autores tém reportado um
PMG médio de 26 g em hibridos de sorgo comerciais. Ja na cevada, o PMG é
maior, oscilando entre 37,0 e 48,5 g (TAYLOR; ARENDT, 2016). Este parametro
de qualidade dos graos esté relacionado com a qualidade da maltagem, em termos
de extrato. Por exemplo, 0 PMG pode ter uma relagao proporcional com extrato em
agua quente e com o extrato em agua fria. As cultivares SK 5912, NRL 3e KSV 8,
estudadas por Nnamchi et al. (2014), foram as de maiores pesos (40,25; 39,55 e
36,9 g) e atingiram os maiores valores de HWE (240,3; 200,7 e 235,6 °L/kQ),
respectivamente; no entanto, os maiores extratos foram com a primeira e a terceira
variedade. O menor HWE (170,0 °L/kg) foi obtido com a cultivar KAT 487, a qual
pesou 26,45 g, valor préximo ao mais baixo peso (22,45 g) registrado na variedade
Nafelen 6. Fica demonstrado que os graos mais grandes contém proporcionalmente
menos casca e, portanto, um maior teor de carboidratos quando comparado com
0S graos mais pequenos, como assinalou Bamforth (2002). De fato Nnamchi et al.
(2014) encontraram em SK 5912, NRL 3 e KSV 8, os maximos teores de
carboidrato, 70,6; 70,4 e 71,4%, respectivamente. Igualmente, as cultivares SK
5912 e KSV 8também alcancaram os maiores valores de CWE, 22,5 e 21,1%, e a
cultivar KAT 487 um CWE de 15,2%, perto do mais baixo CWE (14,8%) verificado
na cultivar ICSV Ill. Deduz se que para obter adequados valores de extratos sao

necessarios cultivares com altos pesos de 1000 graos.



26

Entretanto, cultivares com pesos menores também fornecem um adequado
HWE. Dos trés cultivares avaliados por Nso et al. (2003), o cultivar S.35, com um
PMG de 28,3 g, produziu igual HWE (334,0 °L/kg) que a cultivar Safrari de maior
peso (49,9 g). O comportamento similar no HWE das cultivares com pesos
diferentes pode ser devido a que a cultivar S.35 apresentou maior densidade (0,969
/em® ou 96,9 kg/hL) quando comparado com a densidade (0,907 g/cm® ou 90,7
kg/hL) da cultivar Safrari, sugerindo um alto potencial de rendimento do amido como
fonte de extrato fermentavel para a producao de cerveja. Observa-se, desta forma,
que uma elevada densidade ou peso hectolitro correlaciona-se positivamente com
o elevado teor de amido nos graos.

O HWE reportado por Nso et al. (2003) superou ao reportado por Nnamchi
et al. (2014) devido, provavelmente, ao método de maceracao usado. Nso et al.,
(2003) usaram o método de decantacao, no qual obtém se maiores rendimentos de
extratos, enquanto Nnamchi et al. (2014) usaram a técnica de infusdo, a qual nao
¢ factivel para o sorgo (TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006; NDUBISI et al., 2016).

2.5.3 Energia de germinacao

A energia de germinacdo (EG, %) indica a porcentagem dos grdos que
podem germinar (DJAMEH et al.,, 2015). Segundo a metodologia da European
Brewery Convention (EBC) EBC (1987), a EG realiza-se a 20 °C, temperatura 6tima
para o desenvolvimento enzimatico da cevada. Contudo, para cereais de natureza
tropical, como o sorgo, a temperatura de EG é superior. Por exemplo, Bekele et al.
(2012) determinaram a EG a 25 °C, Ebbah et al. (2015) a 28 °C e Djameh et al.
(2015) a 29 °C, temperaturas apropriadas para alcangar um adequado DP no malte
de sorgo. A EG minima requerida para a cevada é 96% (EBC, 1987). Diversamente,
para que o sorgo possa ser considerado adequado para a maltagem, a EG deve
ser superior aos 90% (DEWAR; TAYLOR; JOUSTRA, 1995).

Com iguais valores de EG, podem ser obtidos extratos superiores com malte
de sorgo do que com malte de cevada. No estudo feito por Agu e Palmer (2013),
ambos os cereais obtiveram igual EG (99%); no entanto, foi superior o HWE do
malte de sorgo (327 °L/kg) quando comparado ao do malte de cevada (323 °L/kQ).
Assim como o peso de 1000 graos, a EG € influenciada pela variedade. A EG
influencia na qualidade do malte em termos de poder diastatico e extratos. A maior
EG (99,33%) e o maximo DP (31,39 °L) das cultivares de sorgo, estudadas por
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Bekele et al. (2012), foi alcancada pela cultivar Gambella 1107, e a menor EG
(96,33%) e o minimo DP (23,91 °L) obtive-se com a cultivar 76T1#23. No entanto,
a EG néo teve o efeito sobre o HWE. As energias de germinagéo (97,67%) foram
iguais nas cultivares Red-Swazi e Meko; contudo atingiram extratos de 53,41 e
84,03%, respectivamente.

Por outro lado, Nnamchi et al. (2014) reportaram que as cultivares SK 5912
e KSV 8 alcancaram as maiores energias de germinacdo, 98,0 e 97,0% e o0s
maiores valores de HWE e de CWE, como foi assinalado no epigrafe 2.5.2. A
cultivar ICSVIII, com menor EG (90,0%), alcancou também o menor valor de CWE
(14,8%) e um HWE (172,0%) perto do valor mais baixo (170,0%).

2.5.4 Textura do endosperma

A classificacao da textura do endosperma é usada como uma técnica para a
estimativa da dureza do grao (ROONEY; MILLER, 1982; PALMER; ETOKAKPAN;
IGYOR, 1989). A proporcao relativa de cérneo a farinhoso dentro de um grao de
sorgo é referida como a textura do endosperma. Essa textura pode ser determinada
por uma exame visual do grao cortado longitudinalmente, comparando-a com a foto
(Figura 3) de amostras que foram previamente avaliadas. A avaliagéo é feita
usando uma escala de 1 a 5, com uma classificacao de 1 (cérneo), de intermediario
(2 —3) ou de farinhoso (4 —5) (ROONEY; MILLER, 1982).

Os graos de sorgo com uma textura do endosperma intermediaria sao
considerados mais adequados para a maltagem do que aqueles com textura
farinhosa (ADEOLA, 2002; BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012). Conforme Adeola
(2002) as energias de germinacao dos grdaos com textura intermediaria foram
maiores (84 — 95%) quando comparadas com os de textura farinhosa (82%), com
excegao de ICSH 89002 e do ICSV 247. O fato de o ICSH 89002, apesar de ser
farinhoso, apresentar a maior EG, 98%, pode indicar que existem diferencas entre
cultivares de sorgo da mesma textura. O desvio observado na ICSV 247, com
textura intermediaria, que tinha a menor EG (21%), pode ser decorrente da
infestacao do grao, segundo os autores.

Rooney e Miller (1982) confirmaram que a infestacdo afeta a coloragéo do
pericarpo e a germinabilidade dos graos. Além disso, no quarto dia de germinacao,
o maior valor de HWE (472,8 °L/kg) foi atingido numa cultivar com textura
intermediaria enquanto o maior valor de HWE dos farinhosos foi 372,4 °L/kg.
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Figura 3 - Sistema de classifica¢do para a avaliagdo do endosperma de sorgo

Corneous Intermediate Floury

Corneous: dura; Intermediate: intermediéaria; Floury: farinhosa.
Fonte: (ROONEY; MILLER, 1982)

Nao obstante, variedades com texturas do endosperma farinhoso também
podem oferecer maltes com adequados parametros de qualidade. Bekele et al.
(2012) reportaram que as variedades com texturas intermediaria ofereceram maltes
com adequados extratos em agua quente. Por exemplo, as 144 h, a cultivar
Gambella 1107, alcangou um dos mais altos extratos (82,89%). Contudo, embora
a Red-Swazi, de textura farinhosa, tenha alcangado o mais baixo HWE (66,5%),
obteve um DP (31,39 °L) similar ao da Gambella 1107 (30,56 °L), de textura
intermediaria.

A textura do endosperma e as suas atividades enzimaticas intrinsecas
desempenham papeis dominantes na velocidade de hidratacdo do endosperma e
modificacao durante a imersao e germinacao (CHIREMBA et al., 2013) e, portanto,
na qualidade do malte. A textura do endosperma estéa relacionada com a absorcao
de agua. O endosperma cérneo tem baixo poder de hidratacdo e é inacessivel as
enzimas hidroliticas (PSOTA et al., 2007). Neste sentido, Beta et al. (2000)
reportaram que, as 24 h de imerséo, a cultivar de sorgo Chirimaugute, com textura
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do endosperma relativamente branda, em relacdo as demais, teve maior absorcéao
de umidade (41,5%) do que a cultivar SV2 e a cultivar DC-75, 36,2% e 39,6%,
respectivamente. No entanto, a cultivar DC-75, com textura cérnea, absorveu
menos agua e teve o maior DP, 46,9 SDU g'. Isto pode ser devido ao tempo de
imersao assinalado foi suficiente para a absorcdo de agua, fazendo com que as
enzimas amiloliticas atuarem adequadamente. A imersdao ndo apenas causa uma
germinacao 6tima; igualmente causa a hidratacao ideal do endosperma amilaceo,
facilitando assim, a formacao de enzimas e transformagcdes metabdlicas de suas
reservas alimentares (PALMER; ETOKAKPAN; IGYOR, 1989).

2.5.5 Teor de proteinas

Se reporta como aceitavel para a protedlise efetiva durante a maltagem de
sorgo que o teor de proteina do grao esteja entre 8 e 11% (PALMER, 1989). Devido
a que o teor de proteinas dos graos deve ser convertido em aminoacidos e
peptideos pequenos (denotado como nitrogénio assimilavel), antes de que possa
ser utilizado pelas leveduras para o seu crescimento, o FAN é um importante indice
de qualidade do malte na producdo de cerveja (KNATCHBULL; SLAUGHTER,
1987; EZEOGU; OKOLO, 1996). Como o peso de 1000 graos, a energia de
germinacao e a textura de endosperma, o teor de proteinas depende da variedade
do grao. Das 10 variedades avaliadas por Nnamchi et al. (2014), as variedades SK
5912 e KSV 8 tiveram os maiores niveis de proteinas, 10,0 e 9,9%,
respectivamente; as quais apresentaram os maiores valores de FAN, 185,0 e 170,0
mg/L, respectivamente.

Ja Bekele et al. (2012) reportaram que foram obtidos os maiores valores de
teor de proteina e de FAN nas variedades Red-Swazie 76 T1#23, os quais foram
de 11,45% e 303,16 mg/L e de 11,87% e 343,29 mg/L, respectivamente. Os
resultados devem-se também a forma que o FAN foi determinado a partir dos
maltes inteiros, ou seja, incluindo as raizes e os brotos secos, que sdo ricos em
FAN.

Além dos materiais ndo amilaceos da parede celular do endosperma tais
como o0s pentosanas e [-glucanos, e a sacarificagdo incompleta do amido
decorrente da limitada atividade B-amilase do malte de sorgo, a viscosidade do
mosto é influenciada também pelas proteinas (HOFFMANN; MUETZEL; BECKER,
2002; DYKES; ROONEY, 2006).
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Abuajah et al. (2016b) reportaram que o efeito da variedade sobre a
viscosidade do mosto do malte foi significativo. No quinto dia de germinacéo, a
cultivar ICSV400, com menor teor de proteinas, foi o que ofereceu a menor
viscosidade; no entanto, o mosto da cultivar KSV8 foi mais viscoso do que o da
SK5912, com um teor de proteina um pouco menor do que esse, 10,19 e 10,94%,
respectivamente. Isto pode ser devido a atividade B-glucanase que foi maior na
ICSV400 (16,87%), enquanto foi mais elevada na SK5912 (16,15%) do que no
KSV8 (14,42%).

2.5.6 Teor de amido

Costumam-se preferir graos para a maltagem com maiores taxas de
germinacao, tamanhos, pesos hectolitro, e nivel adequado de proteina, entre outras
qualidades (NNAMCHI; OKOLO; MONEKE, 2014). Uma dessas qualidades é o teor
de amido, o qual é relacionado com o tamanho ou peso dos graos, como assinalado
anteriormente.

As 10 cultivares de sorgo estudados por Nnamchi (2014) tiveram um teor de
carboidratos adequado (65 — 70%). Similar composicdo, foi reportada por
(BARIKMO; OUATTARA; OSHAUG, 2004). Graos inteiros de cevada contém entre
65 — 68% de amido (GUPTA; ABU-GHANNAM; GALLAGHAR, 2010).

Segundo Taylor (1984), no endosperma corneo, as nao-kafirinas (albuminas,
globulinas, gluteninas) formam-se em torno dos corpos de proteinas, “colando™ os
corpos em uma matriz que envolve os granulos de amido. Essa matriz proteica
parece agir como uma barreira a gelatinizagdo do amido e digestabilidade do amido
(EZEOGU et al., 2008) devido a ligacao cruzada entre y- e B-kafirinas e a matriz
proteica. Wong et al. (2009) assinalaram que o amido é mais facilmente digerido
em sorgos cerosos do que nos tipos ndo cerosos.

2.6 Processo de maltagem

No processo da maltagem, os graos atingem as caracteristicas enzimaticas
necessarias para as etapas posteriores do processo de produgcdo de cerveja,
garantindo a qualidade do processo em geral. Agu e Palmer (1996) destacaram
que o objetivo principal do processo de maltagem € a formacdo de enzimas

hidroliticas as quais clivam os compostos principais, amido e proteinas, para
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proporcionar agucares fermentaveis, aminoacidos e nitrogénio amino livre. As trés
etapas que envolvem este processo, assinaladas por Dewar et al. (1997a), assim
como as melhores condicoes na maltagem de sorgo, revisadas por Rodriguez,
Aguilar e Almeida-Silva (2018), sdo mostradas na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma do processo de maltagem de sorgo
Graos de sorgo

'

Imerséao (30°C, 24 h) »

Germinacao (30°C, 120 - 168h)

'

Secagem (50°C, 24 h)

|

Malte
Fonte: (RODRIGUEZ; AGUILAR; ALMEIDA-E-SILVA, 2018)

2.6.1 Imersao

Na imersdo, uma etapa preparatéria para a germinacao, deve ser obtida a
maxima hidratacao dos graos para iniciar as modificagdes do endosperma (AGU;
PALMER, 1998). Tanto na imersdo dos grdaos de sorgo quanto na imersao nos
gréos de cevada tem sido mostrado a eficacia do tratamento com alcalis diluidos
porque melhoram a qualidade geral do malte ao aumentar a absorcao de agua,
melhorando a modificagdo do revestimento da semente e promovendo a sintese e
atividade das enzimas hidroliticas (DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997a; EZEOGU,;
OKOLO, 1999). O licor alcalino tem a capacidade de influenciar nas propriedades
da ligacao proteinas-taninos/polifendis que variam em composicao e distribuicao
de acordo com a variedade. Os taninos e polifendis podem se ligar a proteinas,
incluindo enzimas, e, portanto, € provavel que inativem as enzimas envolvidas na
hidrélise de materiais do endosperma (CHAVAN et al., 1979; CHAVAN; KADAM,;
SALUNKHE, 1981).

Além disso, esse tratamento evita a contaminagdo de microrganismos

provocada pela umidade que € necessario alcancar, tanto na etapa de imersao
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quanto na de germinacao. De fato, tem sido reportada a presenca de aflatoxinas e
micotoxinas produzidas, em pequenas quantidades, por fungos do género
Aspergillus no malte de sorgo (MATUMBA et al., 2011). Lefyedi e Taylor (2006)
conseguiram reduzir com 0,2% de NaOH a populagdo microbiana nas duas
cultivares de sorgo vermelho. A reducgédo foi de até 1,0 x10° UFC g (bactérias
aeroébias), 1,6 x102 (bactérias acido-laticas), 7,9 x 102 (leveduras), 2,0 x103 (fungos)
e 1,6 x102 (coliformes) na cultivar NK 283. Ja foi de até 2,0 x102 UFC g™ (contagem
total em lacas), 2,0 x10? (bactérias acido-lacticas), 5,0 x 102 (leveduras), 4,0 x10?
(fungos) e 2.0 x102 (coliformes) na cultivar PAN 8546. A combinagdo de ambos os
métodos, quimico e bioldgico, € uma boa opcgédo para reduzir tal contaminacao.
Todos os tratamentos bio-controle (com e sem areacdo, com ou sem Bacillus
subtilis-S499, combinado ou ndo com 0,2% de NaOH testados por Bwanganga et
al. (2012), reduziram a contagem inicial de fungos (4,85 UFC g'), nos grédos de
sorgo, para abaixo do limite, 3,0 UFC g'.

Tem sido reportado graus de imersao (porcentagem de absorcéo de agua)
do sorgo entre 33 e 36% (AGU; PALMER, 1998); entre 35 e 40% (AISIEN; GOSH,
1978), como revisado por Morrall et al. (1986b), e de 41% (HASSANI; ZARNKOW;
BECKER, 2014). Estes valores sdo mais baixos do que os reportados para a
cevada (44 — 46%), mostrando que é mais limitada a permeabilidade do pericarpo
e o potencial de hidratacado do endosperma do sorgo do que da cevada (AGU;
PALMER, 1998).

Na imersao, outro tratamento eficaz € o método de repouso no ar (AR).
Nesse periodo, os graos ficam expostos ao ar por um tempo predeterminado, antes
de preencher novamente o recipiente com agua fresca (DEWAR; TAYLOR,;
BERJAK, 1997a). Ezeogu e Okolo (1995) assinalaram que o método de AR por 3
h melhora a qualidade do malte de sorgo, em termos de atividade B-amilase;
possivelmente, devido ao método que fornece mais oxigénio, ha uma maior
atividade metabdlica nas plantulas. Além disso, os autores notaram que essa
técnica pode reduzir as altas perdas da maltagem devido a redugcdao dos
comprimentos das radiculas e brotos.

2.6.2 Germinacao

A germinacdo € uma etapa essencial porque contribui para o

desenvolvimento das enzimas hidroliticas, na qual ocorre a modificagdo do malte.
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Palmer et al. (1989) apontaram que o broto das radiculas € um indicador do
desenvolvimento desta etapa. Se alcangada uma modificacdo enzimatica suficiente
dos substratos do endosperma, resultara em 6timos niveis de extratos (AGU;
PALMER, 1998).

As principais enzimas hidroliticas desenvolvidas na maltagem s&o: a-
amilase, B-amilase, dextrinase limite, a-glicosidase, endo-B-glucanase e as
enzimas proteoliticas.

Como revisado por Uryyo e Eigel (1999), a degradacao de B-glucano ocorre
apoés a liberacao das paredes celulares do endosperma pela carboxipeptidase no
inicio da germinacdo. O B-glucano dissolvido é degradado pela endo-(1,3)-
glucanase para dar um produto que pode ser atacado pela endo-(1,3)(1,4)-B-D-
glucanase e a endo-3-(1,4)-glucanase. Os produtos séo celobiose, laminaribiose e
3-0-D-celobiosil-D-glicose. Finalmente, esses produtos serdao degradados a glicose
por B-glicosidases, celobiases e laminaribiases. Aisien e Palmer (1983), afirmaram
que o malte de sorgo é deficiente em enzima endo-B-glucanase, responsavel por
degradar a parede celular.

As enzimas proteoliticas (ou proteases) catalisam a hidrélise de grandes
moléculas de proteinas, hidrolisando ligagdes peptidicas, liberando pequenos
fragmentos de proteinas ou aminoacidos livres como produtos (OGBONNA, 2009).
Por exemplo, as carboxipeptidases e proteinases sdo importantes na mobilizacao
de proteinas durante a germinacao de graos. A formacao de peptidase requer
oxigénio adequado e € afetada na presenga de excesso de didxido de carbono
(TAYLOR; BOYD, 1986). As carboxipeptidases hidrolisam especificamente as
proteinas solubilizadas para liberar FAN essencial para as fungbes anabdlicas da
plantula germinativa, e como nutriente no mosto para o metabolismo das leveduras
na fermentacao (ENARI; SOPANEN, 1986).

Conforme Brosnan et al. (1992), a a-amilase catalisa a hidrélise aleatoria das
ligacbes glicosidicas a (1,4) internas, liberando pequenos oligossacarideos e
glicose. J& a B-amilase atua na pendltima ligacdo glicosidica a (1,4), na
extremidade ndo redutora, liberando maltose (MA et al., 2000). Durante a maltagem
uma significativa quantidade de a-amilase é produzida nos embrides do sorgo
enquanto a B-amilase é ativada a partir de formas latentes no endosperma amilaceo
(PALMER, 1989).
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Segundo Owuama (1999), um dos requerimentos para a formacao de a-
amilase é o oxigénio. A atividade B-amilase constitui entre 27 e 49% da atividade
diastatica no malte sorgo (EZEOGU; OKOLO, 1995). A B-amilase € a principal
enzima de sacarificacdo do malte cervejeiro (NORRIS; LEWIS, 1965). Ambas as
enzimas, a e B-amilase, nao hidrolisam as ligacdes a (1,6), mas a dextrinase limite
realiza essa fungédo (MANNERS et al., 1970). Outra enzima que catalisa a hidrélise
das ligacoes a (1,4) é a a-glicosidase, liberando glicose a partir das ligacoes
terminais nao redutoras (TAYLOR; DEWAR, 1994). As atividades da a- e B-amilase,
dextrinase limite, e a-glicosidase resultam na producdo de uma mistura de dextrinas
de baixo peso molecular (DUNN, 1974).

2.6.3 Secagem

A secagem do malte é a etapa que se realiza até alcancar o minimo permitido
de umidade. Lyumugabe et al. (2012) disseram que esta etapa também tem como
alvo interromper o crescimento do embrido e a atividade enzimatica, e minimiza a
desnaturacdo das enzimas. Além disso, o processo desenvolve atributos como o
sabor e a cor.

A secagem pode se realizar de diferentes formas. No processo de producao
das cervejas de sorgo tradicionais africanas, os grdos sdo secos ao sol e
armazenados sob a protecao durante a noite para evitar a re-hidratacao; esta etapa
leva de dois até trés dias (LYUMUGABE et al., 2012). Contrariamente, a secagem
pode se realizar em estufas, a temperaturas fixas ou a duas temperaturas
diferentes. Por exemplo, Owuama e Asheno (1994) reportaram que quando a
secagem ¢é feita inicialmente a 55 °C e, logo, a 65 °C ocorre uma reducao
consideravel da umidade com producdo de um bom malte comparado com a
secagem feita a uma Unica temperatura de 65 °C. Assim, a combinagdo destes
tratamentos na etapa fornece maltes com melhores caracteristicas, tais como
umidade, atividade enzimatica, conteudo de acucar e compostos volateis.

Por outro lado, ha trabalhos realizados com temperatura de 40 °C por 48 h
(BWANGANGA; BERA; THONART, 2012). Nao obstante, existem muito mais
autores que defendem a secagem do malte a 50 °C por 24 h (NOVELLIE, 1962b;
DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997b; BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012;
LYUMUGABE et al., 2014).
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2.6.4 Parametros de qualidade do malte
2.6.4.1 Perdas da maltagem

As perdas da maltagem sao aquelas registradas como resultado de
processos metabodlicos associados a germinacao dos graos, que se manifestam
pelo crescimento e desenvolvimento das raizes e gémulas (AISIEN; MUTS, 1987).
A faixa de perda entre 10% e 15% é aceitavel na maltagem de sorgo (NOVELLIE,
1962a). Geralmente, as perdas estdo em proporcdo direta com o tempo de
germinacao e sao maiores nos ultimos dias de germinacado (BEKELE; BULTOSA;
BELETE, 2012; NNAMCHI; OKOLO; MONEKE, 2014). As altas perdas dos graos
de sorgo sao atribuidas a temperatura de maltagem predominante nos cenarios
tropicais (30 °C), a qual é adequada para a germinacao desse cereal (AGU;
PALMER, 1998; OGU et al., 2006). As MWL, assim como outros parametros de
qualidade, sado influenciados pela variedade de sorgo. Bekele et al. (2012)
estudaram seis cultivares, com 144 h (seis dias) de germinacao, e a perda mais
alta (27,56%) foi verificada com a cultivar Meko, e a perda mais baixa (19,91%),
com a cultivar Teshale. Igualmente, Nnamchi et al. (2014) reportaram que, das 10
cultivares avaliadas, a maior perda (37,74%) ocorreu com a cultivar White Kaura e
a menor (13,77%), com a cultivar Boboje. Na maltagem, minimizar as perdas e
conseguir a modificacdo necessaria dos graos sao metas essenciais para o bom

desenvolvimento do processo.
2.6.4.2 Poder diastatico

Conforme Novellie (1959), o poder diastatico € a capacidade de ambas as
enzimas, a e B-amilase, de hidrolisar o amido em acucares menores, € indica o
grau de conversao do amido em agucares fermentaveis que podem ser extraidos a
partir do malte. Graus Lintner (°L) e unidades diastaticas de sorgo (SDU), unidades
usadas para expressar o DP, sdo definidas como a quantidade de atividade
enzimatica, sob condicbes determinadas, em dependéncia do método usado. O
autor acrescentou que um grau Lintner é equivalente & metade de um SDU g'. E
recomendado que o DP do sorgo esteja entre 60 e 80 SDU g' (30 e 40 °L)
(NOVELLIE, 1962c), e que seja de 80 °L para a cevada (PALMER; ETOKAKPAN;
IGYOR, 1989).
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O DP é uns dos parametros de qualidade mais importantes na avaliacao do
malte de sorgo. O malte de sorgo tem baixo DP, quando comparado ao DP do malte
de cevada. O uso de compostos quimicos, em baixa concentragdo na imersao, tais
como alcalis, pode melhorar o poder diastatico. Por exemplo, € recomendado o uso
de até 0,3% de Ca(OH)z2, KOH ou NaOH (DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997a). Por
outro lado, Lefyedi e Taylor (2006) reportaram que, além de aumentar o DP, a
imersao dos graos em 0,2% de NaOH € um método recomendado para o controle
da contaminacdo bacteriana e fungica, durante a maltagem, como explicado
anteriormente. O poder diastatico é influenciado pela temperatura e pela
quantidade de agua absorvida durante a imersdo. Ebbah et al. (2015) reportaram
que, a temperatura de 40 °C, quando comparada com 30 e 35 °C, na imerséo,
durante 16 h, até absorver a quantidade de agua necessaria (40%) pelo cultivar
Kadaga, contribuiu para o alto DP (88,1 SDU g''), devido ao fato de se ter criado
um ambiente propicio para o desenvolvimento das enzimas. Diversamente, Dewar,
Taylor e Berjack (1997a) reportaram que a cultivar Bernard Red alcangou 0 maximo
DP (42,60 SDU g') quando a imersao foi realizada a 30 °C em vez de a 20 e 25
°C, atingindo um grau de imersao de 35,9% em 40 h. Além disso, o tempo de
germinacao e a variedade também influenciam o DP. Geralmente, o DP aumenta
com o aumento do tempo de germinacdao em até 120 h (DJAMEH et al., 2015;
ABUAJAH et al., 2016a). Bekele et al. (2012) chegaram a um tempo de germinacgao
6timo de 96 h para obter alto DP, nas cultivares estudadas. Nesse tempo, obtiveram
valores entre 23,91 °L e 31,39 °L para as cultivares 76T1#23 e Gambella 1107,
respectivamente. Ogu et al. (2006) obtiveram, com um tempo de germinagao maior
(120 h), com a cultivar KSV 4, o maior valor de DP (30 °L), similar ao obtido por
Bekele et al. (2012).

2.6.4.3 Extrato em agua fria

Conforme Ezeogu e Okolo (1999), o extrato em &gua fria é um dos
indicadores Uteis da modificacado do malte e representa os produtos sollveis da
hidrélise enzimatica durante o processo de maltagem. Estes produtos sdo aclcares
disponiveis e aminoacidos localizados no endosperma. Acrescentaram que o valor
de CWE do malte bem modificado é cerca de 20%. O CWE também mostra uma
tendéncia de aumentar com o aumento do tempo de germinacao entre 96 h e 168
h (PATHIRANA; SIVAYOGASUNDARAM; JAYATISSA, 1983) e pode ser
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melhorado com um tratamento alcalino durante a imersao (OKOLO; EZEOGU,
1996). O CWE, assim como as MWL e o DP, também ¢ influenciado pela cultivar.
Nnamchi et al. (2014) estudaram a maltagem, realizada com 24 h de imers&o, 96 h
de germinacao e 24 h de secagem a 48 °C, de 10 cultivares de sorgo, e os valores
de CWE variaram entre 14,80% e 22,50% nas cultivares ICSV Il e SK 5912,
respectivamente. Mas, em um estudo anterior feito por Ogu et al. (2006), com 40 h
de imersdo, com um periodo de quatro horas de AR, 120 h de germinagéo e 16 h
de secagem a 50 °C, foram alcancados valores mais altos, de 31% para a cultivar
KSV 8 e de 36% para as restantes cultivares (SK5912, KSV 4 e ICSV 400). Além
das caracteristicas proprias dos grdaos, as quais podem ter uma importante
influéncia, isso pode ser devido as condigcbes de maltagem usadas pelos autores
citados. Assim, maiores tempos de imersao, com periodos de AR, e de germinagéao
podem aumentar os valores de CWE. Igualmente, Pathirana et al. (1983), entre 48
h e 144 h de germinacéao, obtiveram valores superiores de CWE com 18 h (21% a
32%) e com 32 h (21% a 31%) de imersao, quando comparados com os CWE
obtidos com 8 h (17% a 28%). Do mesmo modo, esses estudos mostram que
tempos de imersao, entre 24 h e 40 h, com periodos de AR e tempos de germinagao
entre 120 h e 168 h, sdo recomendados para a maltagem de sorgo, em termos de
CWE.

2.6.4.4 Extrato em agua quente

O extrato em agua quente € uma medida da quantidade de materiais soluveis
lixiviados em agua sob condi¢cées de mosturacao a 65 °C (AGU; PALMER, 1998) e
€ composto, principalmente, por agucares fermentaveis (61 - 65%) (KUMAR et al.,
2013). O valor minimo recomendado de HWE é de 80%, em peso seco (AALBERS;
VAN.EERDE, 1986). Bekele et al. (2012) assinalaram que HWE € um dos mais
importantes parametros de qualidade do malte. Altos niveis de maltose podem ser
obtidos a partir do HWE do malte de sorgo. Pathirana et al. (1983) obtiveram, a
partir do cultivar amarelo (IS 2941), 89,3% de maltose com 18 h de imerséo e 144
h de germinacgao. No estudo posterior, feito por Okoli et al. (2010), encontraram que
a maltose constituiu o principal agucar fermentavel (74% a 80% do total) nas
cultivares avaliadas, entre 120 h e 144 h de germinacdo. O HWE, assim como o
DP, também mostra uma tendéncia de aumentar com o incremento do tempo de
germinacgao de 144 h as 168 h (HASSANI; ZARNKOW; BECKER, 2014).
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Independentemente do tipo de cultivar, geralmente, o HWE aumenta com o
aumento do tempo de germinagéo; contudo, podem ser obtidos valores diferentes
de HWE em funcado da cultivar, mostrando, mais uma vez, a influéncia desta na
qualidade do malte. Por exemplo, com 144 h de germinagéo, Bekele et al. (2012)
obtiveram o maior teor de HWE (85,08%) com a cultivar Meko, seguida pelo
Teshale (83,4%), enquanto o valor mais baixo (66,5%) foi observado no Red-Swazi.
Bekele et al. (2012) reportaram um periodo de maltagem 6timo de 96 h devido ao
fato de que o HWE mostrou pouco incremento, depois desse periodo. Altos valores
de HWE podem ser obtidos com o incremento do tempo de imersao, além de
periodos de AR e agua morna, ao final da etapa. Foram obtidos 310,70 e 303,50
°L/kg para as cultivares ICSV 400 e KSV 8, respectivamente (EZEOGU; OKOLO,
1995). No caso do malte de sorgo, para obter altos teores de HWE, o método de
decantacdo € mais efetivo do que o método de infusao, usado para o malte de
cevada.

2.6.4.5 Atenuacao limite

A atenuacao limite representa a quantidade de acgUcares fermentaveis
(geralmente glicose, maltose e maltotriose) presente no mosto preparado a partir
do malte. O principio é que esses acucares fermentaveis sdo consumidos pelas
leveduras (na fermentacao), resultando na producgéo de CO:2 e etanol (EBBAH et
al., 2015). Portanto, tanto o HWE como a atenuagéo limite dependem diretamente
das enzimas amiloliticas. Sao recomendados valores de atenuacao limite entre
81% e 86% (ZARNKOW et al., 2007). Odibo et al. (2002) obtiveram, com uma
temperatura de imersdo de 30 °C, melhores resultados de atenuacao limite, 78% e
82%, para as duas cultivares nigerianas de sorgo, SK 5912 e Fara fara,
respectivamente, se comparados com a faixa de atenuagao limite (71,43% a
78,95%) obtida por Ebbah et al. (2015) com a cultivar Kadaga, com 30 °C e 40 °C
na imersao, respectivamente. Isto se deve a uma quantidade maior de acucares
fermentaveis presentes nas cultivares SK 5912 e Fara fara do que na Kadaga. Além
disso, se 0o mosto contém altas concentragcdes de maltotriose (parcialmente
fermentavel por algumas cepas de leveduras e dextrinas), resultara em uma
atenuacao limite inferior. Djameh et al. (2015) reportaram que a atenuacgao limite
da cultivar Chireh foi significativamente influenciada pelo tempo de imersdo. A

atenuacao limite aumentou de 74,24% até 78,68% entre 12 h e 22 h de imerséo,
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mas decresceu ligeiramente de 78,21% para 77,23%, com o incremento da
temperatura de secagem de 30 °C até 40 °C, ficando praticamente constante entre
40 °C e 50 °C. O maior valor foi atingido com 22 h de imersao e 120 h de
germinacao.

Tem sido descrito que o nivel de extrato esta correlacionado com o limite de
atenuacao aparente (fermentabilidade) (INGLEDEW, 2012). Segundo Kumar,
Singh e Rao (2005), a fermentabilidade depende de varios fatores, incluindo as
enzimas do malte, FAN e vitaminas e minerais presentes no malte. Taylor e Arendt
(2016) reportaram que que o nivel de extrato teve uma correlagdo positiva com o
limite de atenuacdo (r = 0,699, p < 0,01) e uma correlacdo negativa com o
nitrogénio da cevada (r=-0,768, p < 0,01).

2.6.4.6 Nitrogénio amino livre

Conforme Knatchbull e Slaughter (1987), o nitrogénio amino livre do mosto
representa a maior fonte de nitrogénio assimilavel pelas leveduras, na producao de
cerveja. Ha relatos de que os niveis necessarios sao entre 100 e 150 mg/L, para
manter satisfatérios o crescimento das leveduras e a fermentagcéao (PIERCE, 1987).
Assim como o DP e o HWE, o FAN ¢ influenciado pelo tempo de germinacao e pela
cultivar. Bekele et al. (2012) reportaram que o aumento do tempo de germinagéao
resultou em um consistente incremento nos valores de FAN nas seis cultivares
estudadas. Com 144 h, foi obtido o minimo valor (232,73 mg/L) do FAN com a
cultivar Teshale e 0 maximo valor (343,29 mg/L) com a cultivar 76 T1#23.

Evans e Taylor (1990a) também reportaram o incremento da atividade
proteolitica do malte de sorgo com o incremento do tempo de germinagédo. Os
valores reportados por Bekele et al. (2012) sdo marcantemente superiores aqueles
considerados 6timos para a fermentacao, devido ao fato de que os valores do FAN
foram determinados a partir dos maltes inteiros, ou seja, incluindo as raizes secas,
as quais sao ricas em FAN.

Sob as mesmas condigdes de maltagem, foram obtidos por Nnamchi et al.
(2014) diferentes valores de FAN com a cultivar SK 5912 (185 mg/L) e com a
cultivar Nafelen (109 mg/L). Vérias razdes podem explicar essas diferengas, tais
como condi¢cées de cultivo e ambientais, e composicdo dos graos. Esse fato
demonstra que a cultivar tem um papel chave nos parametros de qualidade do

malte de sorgo.



40

Djameh et al. (2015) reportaram que, como no DP, o tempo de germinagao
foi o fator dominante que influiu no FAN, aumentando desde 232,78 a 291,00 g/100
g entre 3 a 5 dias. Isso pode ser devido a que ambos os parametros dependem das
respostas enzimaticas, da atividade a- e da B-amilase, e da atividade proteolitica,
as quais fornecem compostos sollveis simples a partir de compostos insollveis

complexos, como explicado anteriormente.
2.7 Mosturacao

Os objetivos da mosturacao, pela acao das enzimas hidroliticas, sao de
formar e de extrair, em solugcdo, acucares fermentaveis, aminoacidos, vitaminas
etc., a partir do malte. Dentre as principais enzimas, desenvolvidas na maltagem,
envolvidas na hidrélise do amido e das proteinas estdo as a e B-amilase, dextrinase
limite, a-glicosidase, e as enzimas proteoliticas. Segundo Aisien e Palmer (1983),
a insuficiéncia da endo-B-glucanase no malte de sorgo representa um problema
sério para a filtracdo do mosto. Izydorczyk e Dexter (2008) relataram que os
polissacarideos da parede celular que ndao sao hidrolisados podem conduzir a
formacao de espuma devido a alta viscosidade que eles causam. Estes problemas
proporcionam como resultado custos elevados e longos procedimentos nos
processos industriais. Lyumugabe et al. (2012) propdem uma solugao para este tipo
de problema, com a adicdo de enzimas exdgenas.

Como revisado por Lyumugabe (2012), o mosto de sorgo tem uma
composicao diferente quando comparado ao da cevada, em termos de acucares
fermentaveis. Estudos tém mostrado que o mosto de cevada contem mais maltose
do que glicose (DUFOUR; MELOTTE, 1992). A diferenca observada tem sido
atribuida ao baixo nivel de B-amilase no malte de sorgo (PALMER, 1989). Tém sido
atribuido o alto nivel de glicose no mosto do malte de sorgo a atividade catalitica
da a-glicosidase, hidrolisando a maltose em glicose (TAYLOR; DEWAR, 1994); isso
foi confirmado por outras pesquisas , nas quais tem sido assinalado que, no malte
cevada, o nivel da a-glicosidase é geralmente mais baixo que no malte de sorgo
(AGU; PALMER, 1997c) .

A eficiéncia da mosturacdo depende, principalmente, das atividades das
enzimas proteases e amilases. A Tabela 4 apresenta valores étimos de pH e de
temperatura para cada uma destas enzimas. A mosturacdo pode ser feita por
infusdo ou por decantagdo (HOUGH; BRIGGS; STEVENS, 1971). Um estudo feito
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por Ndubisi et al. (2016) sobre a mosturacao por infusdo (temperatura constante de
65 °C) de uma variedade amarela de sorgo resultou em baixos valores de HWE
(100 °L/kg) para a mosturacao sem suplementagcdo de enzimas. J& com enzimas
comerciais, tanto a 65 °C como a 85 °C, os valores de HWE melhoraram, indicando
a temperatura de 65 °C como a mais adequada para o HWE, 300 °L/kg.
Alternativamente, para atingir o mesmo objetivo, a mosturacdo pode ser feita a
85°C sem a adi¢do de enzimas comerciais, para reduzir custos. A mosturagao por
decantacdo (decoccdo) é amplamente aplicada na Africa (LYUMUGABE et al.,
2015).

Tabela 4 - Parametros 6timos das principais enzimas envolvidas na hidrélise do amido e das
proteinas.

Enzima pH otimo Temperatura 6tima Referéncia

(°C)

a-amilase 5,0 70 (EL-NOUR; YAGOUB)
B-amilase 5,5 50

Dextrinase limite 5,0-54 60 (HARDIE; MANNERS;

YELLOWLEES, 1976)

a-glicosidase 3,75-4,0 60 (TAYLOR; DEWAR, 1994)
Enzimas proteoliticas 5,6 -6,0 50 (OGBONNA, 2009)
(proteases)

Fonte: (RODRIGUEZ; AGUILAR; ALMEIDA-E-SILVA, 2018)

A decantacdo, usada por Agu e Palmer (2013), consistiu na obtengdo do
extrato a 30 °C por 30 min, decantagdo do extrato enzimatico, fervura do extrato
residual até 100 °C, para gelatinizar o amido, e, quando frio, mistura de ambos os
mostos para realizar a mosturagéo a 65 °C por 1 h. Com esse método, os autores
atingiram um valor de HWE do malte de sorgo (327 °L/kg) superior ao valor de HWE
do malte de cevada (323 °L/kg), quando foi usado o método de infusao (65 °C por
1 h). Por outro lado, a mosturacdo por decantacdo produz mostos com maior
quantidade de agucares fermentaveis, quando comparada a mosturacao por
infusdo. Por exemplo, Archibong et al. (2015) estudaram ambos os métodos,
usando enzimas a partir de Aspergillus sydowii, com duas variedades de sorgo.
Quando usado o método de infusdo, as concentracées de glicose, maltose,
maltotriose e dextrina foram 26,41; 13,33; 8,24 e 9,26 mg/mL com enzimas e 25,91;
12,7; 4,72 e 11,55 mg/mL sem enzimas, respectivamente, para o cultivar SK5912.
Ja os resultados foram inferiores no mosto do cultivar CSR01, em que as
concentracdes de glicose, maltose, maltotriose e dextrinas foram 19,59; 3,7, 4,07 e
4,33 mg/mL com enzimas e 15,18; 3,65; 3,91 e 5 mg/mL sem enzimas,
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respectivamente. No entanto, quando feita a mosturagdo por decantacdo, os
resultados foram melhores. Para o cultivar SK5912, as concentracbes de glicose,
maltose, maltotriose e dextrina foram 37,71; 25,77; 17,48 e 9,33 mg/mL com
enzimas e 21,27;10,91; 8,8 e 14,45 mg/mL sem enzimas, respectivamente. Ja para
o cultivar CSRO01, os valores foram 31,06; 15,57; 8,28 e 4,32 mg/mL com enzimas
e 23,16; 12,38; 8,19 e 4,35 mg/mL sem enzimas. Como observado na maltagem, a
cultivar de sorgo também influencia na etapa de mosturacdo. As diferencas
observadas por esses autores nos agucares fermentaveis podem ser decorrentes
do nivel de enzimas hidroliticas de cada variedade. Deste modo, quando se
trabalha com malte de sorgo, a mosturagcéao por decantagdo € mais adequada do

que a mosturacao por infusdo, constituido assim um método de otimizacao.
2.8 Fermentacao

Sob condicbes normais de fermentacao, as leveduras utilizam a via glicolitica
para converter a glicose em piruvato para produzir adenosina trifosfato (ATP) para
as células. Durante este processo, a nicotinamida adenina dinucleotideo, estado
oxidado (NAD+) é reduzido a nicotinamida adenina dinucleotideo, estado reduzido
(NADH) quando o gliceraldeido-3-fosfato é oxidado a 1,3-bisfosfoglicerato. Esta
producao de NADH cria um desequilibrio no estado redox da célula, o que pode
paralisar a glicolise, e subsequentemente, o crescimento devido a incapacidade de
gerar ATP por meio da fosforilacdo ao nivel de substrato (BRIGGS et al., 2004a).
Para superar este desequilibrio redox, as leveduras sdo submetidas a fermentagéo,
na qual o piruvato é descarboxilado a acetaldeido, com producdo de di6xido de
carbono (CO2) que é subsequentemente reduzido a etanol pela desidrogenase
alcodlica com a oxidagado simultdnea de NADH a NAD-*. Isso ajuda a reciclar o
NAD+*, permitindo que a glicélise continue estavel (GRAHAM; SKURRAY; CAIGER,
1970).

No processo de producdo de cerveja, durante a fermentacdo, a massa
especifica do mosto decresce, e os acucares sao convertidos, pela acao das
leveduras, a CO:z e alcool etilico (POPESCU et al., 2013).

Ao contrario da maioria das cervejas Europeias, as cervejas Africanas de
sorgo sao exemplos tipicos de fermentacao latica do mosto, seguida da alcodlica,
na qual inicialmente as bactérias 4cido lacticas criam um favoravel ambiente acido
para a proliferagcdo das leveduras posteriormente (MAOURA; POURQUIE, 2009;
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LYUMUGABE et al., 2012). Segundo Lyumugabe (2012), geralmente, as cervejas
de sorgo tradicionais Africanas ndo séo claras nem brilhantes, sendo opacas com
sélidos soluveis suspensos (5 — 7%) e tém uma concentragao de acido lactico de
cerca de 0,26%. Suas cores variam de lustre palido a rosada. Os autores

acrescentaram que, normalmente, tém notas de frutas.
2.9 Maturacao

Segundo Masschelein (1986), na produgao de cerveja, as modificacées de
sabor e aroma estdo associadas a uma longa fermentacao secundaria (maturacao)
fria e ativa. Assim, a carbonatacédo pela fermentacdo de aglcares residuais, a
remocao do excesso de levedura por sedimentacdo, a adsor¢do na superficie da
levedura de varios materiais nao volateis, a reducao do potencial de formacao de
espuma por precipitacdo dos complexos proteina/polifenol, e as mudancas
progressivas no sabor e aroma dependem das transformacdes associadas a
clarificacao da cerveja e a lenta remocao de componentes volateis pela geracao e
liberagéo do excesso de diéxido de carbono.

Segundo Haboucha e Masschlein (1976), fatores como a concentracao de
leveduras e a baixa capacidade de fermentacao de maltotriose séao frequentemente
responsaveis pelos niveis excessivos de acucares residuais na cerveja. Em termos
de utilizagdo de mono, di e trissacarideos em leveduras comerciais, a inibicao
catabdlica foi considerada complementar a repressao catabdlica na explicacao da
absorcao sequencial de maltose em relacdo a maltotriose. Conforme Masschlein
(1986), curiosamente, a diferenca das leveduras ale, a grande parte das leveduras
lager sao caraterizadas por uma diminuicao variavel mas rapida na sua capacidade
para fermentar maltotriose. O autor agregou que a maturagéo de cervejas lager,
sendo um processo uma etapa que ocorre em baixa temperatura, a contribuicdo da
maturacao para o sabor da cerveja sera significativamente dependente da duracao
da etapa, da quantidade de levedura em suspensao e da quantidade de acucares

fermentaveis na cerveja.
2.9.1 Amargor

O amargor é um importante parametro de qualidade na producéo de cerveja
(POPESCU et al.,, 2013). O sabor amargo da cerveja vem de um grupo de



44

substancias que sdo componentes extraidos do lupulo durante a fervura do mosto.
O lupulo (Humulus lupulus) fornece cervejas com amargor sensorial, estabilidade
da espuma, atividade antimicrobiana e estabilidade do sabor. Os componentes
principais do lUpulo sdo 6leos essenciais, acidos de lupulo e polifendis. Durante a
fervura, os a-acidos insolUveis sdo isomerizados em isoacidos mais soluveis, as
principais substancias amargantes da cerveja. Embora os a-acidos isomerizados
sejam os maiores contribuintes, os lupulos também contém B-acidos, que sao
reivindicados também pelo amargor da cerveja (ARRIETA et al.,, 2010;
CABALLERO; BLANCO; PORRAS, 2012). O envelhecimento da cerveja produz
uma reducéo significativa na intensidade do amargor, bem como uma mudanca na
qualidade do sabor amargo, levando a um amargor duradouro, persistente e severo
(POPESCU et al., 2013).

Conforme Bamforth (2004), durante a etapa de fervura, de fermentacéo e de
filtragem, as unidades de amargor podem ser diminuidas pelos seguintes fatores (i)
a alta temperatura da fervura; (ii) isomerizagao incompleta (nem todos os a-acidos
sao isomerizados); (iii) na fermentagéo, a diminuigao do pH; também as moléculas
de a-acidos aderem-se as paredes das leveduras, depositando-as no fundo do
tanque ou elas podem ser arrastradas com o trub frio e perdido durante a etapa de
filtracdo, e (iv) o uso do material de filtro. Por exemplo, Popescu et al. (2013)
relataram que as perdas no amargor durante o processo de producao das cervejas
light Roménias, feitas com cevada, ndo passaram dos 25 EBU. Valores de amargor

similares tém sido reportados (JURIC et al., 2015).
2.9.2 Sabor

Segundo Rossi et al. (2014), os alcoois superiores sdo formados durante a
fermentacdo e contribuem com uma aroma alcodlico ou similar e um paladar
quente. Os alcoois superiores prevalentes sdo o 1-propanol e o 2-metil-1-propanol
(isobutanol), que podem causar sabor “aspero”, 2-feniletanol que causa sabor
“doce”, e os alcoois amilicos (2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol) que causam
sabores frutados e adocicados.

Os alcoois superiores atingem concentracbes maximas durante a fase
coincidente com a parada de crescimento celular e concentracao minima do FAN.
A formagdo ocorre a partir de 2-oxoacidos decorrentes do metabolismo dos
carboidratos (via anabdlica) ou aminoacidos (via catabdlica). A concentracao final
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de alcoois superiores é, portanto, determinada pela eficiéncia de absorcdo do
aminoacido correspondente e pela taxa de utilizacdo de acucar (PIRES et al.,
2014a). Concentracoes de alcoois superiores acima de 100 mg/L podem prejudicar
0 sabor e a aceitabilidade da cerveja. Ceccaroni et al. (2019) reportaram uma
concentracao total de alcoois superiores de 251,6 mg/L em uma cerveja sem gluten
(feita de arroz); embora o perfil sensorial tenha revelado notas frutadas e solventes,
sem sabores desagradaveis.

Os ésteres representam um grande grupo de compostos aromatizantes
conferindo a cerveja um aroma frutado. Os ésteres da cerveja podem ser divididos
em ésteres de acetatos (acetato de etila e acetato de isoamila) que conferem a
cerveja um aroma frutado, banana, e ésteres de acido graxos (butirato de etila e
hexanoato de etila) que da um aroma de maca (PIRES et al., 2014a).

Por outro lado, como descrito, alguns tipos de sorgo contém quantidades
substanciais de taninos condensados. Sabe-se que os taninos contribuem com o
sabor amargo das cervejas (TAYLOR; DLAMINI; KRUGER, 2013). Além disso,
transmitem a sensacao de adstringéncia na cavidade oral, que parece envolver a
ligacdo dos taninos as proteinas salivares ricas em prolina (LEE; ISMAIL;
VICKERS, 2012). No entanto, foi demostrado que os extratos de farelo de todos os
tipos de sorgo, incluindo o tipo tan-planta branca, que contém niveis muito baixos
de polifendis (DYKES; ROONEY, 2007), foram percebidos por serem amargos e
adstringentes (KOBUE-LEKALAKE; TAYLOR; DE-KOCK, 2007). Como reportado
por Taylor et al. (2013), em geral, os sorgos tanino foram mais amargos e
adstringentes; no entanto, uma variedade de sorgo tanino foi similarmente amarga
e adstringente a um tipo n&o-tanino vermelho, apesar de conterem taninos
condensados. O lupulo também é composto por polifendis. O lUpulo tem um alto
teor de polifendis quando comparado com o malte (FARCAS et al., 2013). O teor
total de polifen6is em lupulos usualmente oscila entre 2 e 6% dependendo do
cultivar (LIU et al., 2007). Juri¢ et al. (2015) relataram que o alto teor de polifendis
(140 mg/L) na cerveja pale lager foi obtido com o lupulo em pellets, estando em
concordancia com os valores padroes (50 — 150 mg/L) para as cervejas lager.
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3 OBJETIVOS

Geral

Produzir malte de sorgo para a elaboracdo de uma bebida fermentada, sem
gluten, com teor de alcool reduzido, que atinja as caracteristicas sensoriais

adequadas para ter uma boa aceitagdo pelos consumidores.

Especificos

I. Estudar a influéncia da concentracao de NaOH, na imersao, e do
tempo de imersao e de germinagao sobre a qualidade do malte, em
termos de poder diastatico, extrato em agua quente, nitrogénio amino
livre e perdas da maltagem;

Il. Estudar o efeito da temperatura das atividades a e B-amilase sobre
o extrato em agua quente e nitrogénio amino livre, na etapa de
mosturacao;

[ll. Estudar a influéncia do tempo e da temperatura de fermentacao sobre
a concentracdo de etanol, fator de conversdo de substrato em
produto, produtividade volumétrica, grau real de fermentacao, cor, pH
e nitrogénio amino livre;

IV.Avaliar as caracteristicas sensoriais da bebida fermentada de sorgo;

V.Produzir a bebida fermentada de sorgo em escala piloto.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Graos de sorgo

Duas cultivares de sorgo, BRS511 e 1G244, foram utilizados neste estudo;
os graos de sorgo foram fornecidos pela empresa "Ceres Sementes™ do Brasil e
pela empresa Sementes Dow Agrosciences, respectivamente.

O malte de sorgo usado para a producao das cervejas foi o obtido a partir da
otimizagdo do processo de maltagem, desenvolvida neste trabalho, que sera
detalhada adiante.

4.1.2 Agua

A agua obtida do poco artesiano que abastece a Escola de Engenharia de
Lorena (EEL) foi utilizada para preparar o mosto para a fermentacéo, a qual tem
adequados parametros de qualidade, de acordo com o SENAI (1997).

4.1.3 Lupulo

O ldpulo do tipo Zeus, utilizado na fervura do mosto, foi fornecido pela
Vallerstein Industrial Ltda de Sdo Paulo.

4.1.4 Levedura

A linhagem da levedura utilizada para a fermentacao foi a Saccharomyces
cerevisiae w-34/70, do tipo lager, disponivel no mercado (Insumos do Vale, Sao

José dos Campos, SP).
4.2 Analise da qualidade dos graos de sorgo

Foram realizadas as seguintes analises de qualidade nos graos: peso de
1000 graos, energia de germinacao, textura do endosperma e teor de proteinas. A
determinacao do peso de 1000 graos foi realizada contando manualmente 1000
graos de sorgo e pesando-os em uma balanca analitica (MARCONI) (BAMFORTH,
2002). A energia de germinagao foi determinada conforme o método da EBC (EBC,
1987); mas, a 30 °C em vez de 20 °C para o melhor desenvolvimento da
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germinacao do sorgo. Foram tomadas amostras representativas de 100 graos e
colocadas em papéis de filtro umedecidos (com 4 ml de agua bidestilada), em
placas de Petri fechadas. A porcentagem dos grdos germinados foi contada em
intervalos de tempo de 24,48 ¢ 72 h.

A textura do endosperma foi determinada, visualmente, por dissecao
longitudinal de 10 graos em metades; estas foram avaliadas usando a escala de
classificacdo de 1 ao 5. A classificacdo é determinada comparando os graos com
a foto da Figura 3, como descrito anteriormente por Rooney e Miller (1982). O teor
de proteina foi determinado pelo método micro-Kjeldahl mediante a andlise de
nitrogénio como descrito por AOAC (1995) usando ureia como controle na analise.
O teor de proteina foi calculado pela multiplicagdo do percentagem de nitrogénio
da amostra por 6,25.

4.3 Maltagem

A maltagem foi realizada conforme o método empregado por outros autores
(MORRALL; BOYD; TAYLOR, 1986b) com algumas modificacées. As amostras de
graos foram selecionados manualmente, removendo os gréaos quebrados e
danificados e materiais estranhos, e foram lavados trés vezes com agua corrente.
As amostras (300 g) foram imersas em solu¢cdo de NaOH, cujas condi¢des serao
descritas adiante no item 5.2.3, por 4 h; ap6s esse tempo, foram lavadas trés vezes
para remover o residual de NaOH. Os graos foram imersos em agua por tempo
determinado, de acordo com cada tratamento. Em todos os tratamentos de imersao
foram realizadas 4 h de AR.

Os graos foram germinados, em bandejas metélicas perfuradas, e cobertos
com panos para reter a umidade. Os graos foram borrifados com agua destilada,
trés vezes por dia, e virados ocasionalmente para evitar a juncao de raizes e brotos.
Ao final de cada tratamento, as amostras foram secadas até atingir 5% de umidade,
em uma estufa de ar quente (Nova Etica) a 50 °C por 24 h. O teor de umidade dos
graos foi determinado mediante método gravimétrico por secagem de 1 g de
amostra de malte numa balanga analitica (DENVER INSTRUMENT IR-30).

As amostras foram moidas até atingirem um aspecto de farinha (0,7 mm)
usando moinho de discos (MARCONI). Os maltes secos e moidos foram

armazenados em sacos de polietileno herméticos na de 6 a 8 °C.
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4.4 Analise de qualidade no processo de maltagem

Foram determinados parametros de qualidade, tais como o poder diastatico,
o extrato em agua quente, o nitrogénio amino livre e as perdas da maltagem. O
poder diastasico foi determinado como descrito nos métodos da American Society
of Brewing Chemists (ASBC) (ASBC, 2008), em que o extrato enzimatico do malte
de sorgo, obtido com NaCl, 0,5%, p/v, hidrolisou o amido sob condicbes
controladas. Os acucares redutores liberados (uma estimativa de DP) foram
analisados pelo método do ferrocianeto alcalino e titulagado com tiossulfato de sédio.

A mosturacéo foi realizada pelo método de decantacao descrito por Agu e
Palmer (2013). A farinha (50 g) foi extraida com 360 mL de &gua destilada em
frascos Erlenmeyers de 500 mL a 30 °C por 30 min, apdés o qual o mosto
enzimaticamente ativo foi decantado. O residuo da mosturagao foi entao aquecido
a 100 °C em um banho de agua para gelatinizar o amido do malte. Depois de frio,
o sobrenadante decantado foi devolvido ao macerado fervido e o volume foi
ajustado a 360 mL, e entdo macerado em mosturador de bancada (Lochener Labor)
a 65 °C por 1 h. Finalmente, o mosto foi centrifugado a 4.150 x g por 20 min. O
extrato em agua quente foi determinado analisando a amostra obtida apds a
mosturacdo do malte usando um picnémetro. Apds a conversao a gravidade
especifica, o HWE foi calculado pelo método 4.6.1 como descrito na EBC (EBC,
1987).

O teor de FAN foi determinado a partir das amostras de mosto, utilizando um
ensaio colorimétrico, de acordo com o método 4.10 da EBC (EBC, 1987). Foram
colocados em diferentes tubos de ensaio a amostra (2 ml de mostos, diluidos 102),
a solucdo padrao (glicina diluida 102), e o branco, (adgua destilada em vez do
mosto), e adicionado 1 ml de reagente de cor (teste da ninidrina pH 6,6). As
misturas foram colocadas em banho de agua em ebulicdo durante 16 minutos e
depois esfriadas a 20 °C por 20 min. Finalmente, foram adicionados 5 ml da solugcéo
de diluicao e a absorbancia medida a 570 nm no espectrofotometro de UV-visivel
(Thermo Scientific Serie GENEYIS 10S) contra o branco.

As perdas da maltagem foram determinadas como a porcentagem de perda
do peso dos graos de sorgo na maltagem, ou seja, a diferenca entre o peso inicial
e final dos graos; quando as raizes foram removidas dos graos secos do malte
(DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997b).
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4.5 Preparacao do mosto

A mosturacao foi realizada pelo método de decantagéo, recomendado para
o malte de sorgo (AGU; PALMER, 2013), com algumas modificagdes para otimizar
a etapa.

O malte (50 g) foi misturado com 360 mL de agua destilada em diferentes
valores de pH e de temperaturas de atividade das proteases (por 30 min), segundo
0s experimentos preliminares, apdés o qual o mosto enzimaticamente ativo foi
decantado.

Apos a gelatinizagdo do amido do malte, quando frio, o sobrenadante foi
devolvido ao macerado fervido e o volume foi ajustado a 360 mL. A mosturagéao
continuou por 30, 60 e 30 min, a diferentes temperaturas de atividade da -amilase,
juntamente as a e B-amilases, e a a-amilase, respectivamente. O mosto resultante

foi centrifugado a 4.150 x g por 20 min.
4.6 Analises de qualidade na etapa de mosturacao

A partir do mosto obtido foram determinados o extrato em agua quente e o
nitrogénio amino livre. O HWE e o FAN foram determinados pelos métodos 4.6.1 e
4.10, respectivamente, segundo a EBC (EBC, 1987).

4.7 Preparacao das bebidas fermentadas
4.7.1 Mosturacao

A mosturagao foi realizada em panelas de aluminio, de acordo com as
condicoes estabelecidas na otimizagdo. A adicao de malte moido (farinha) e agua
primaria foi feita em uma proporcao de uma parte de malte para trés partes de agua.
O pH inicial (5,5) foi ajustado pela adigcdo de acido latico.

Foi usado o método de decantacdo. O perfil de tempo e temperatura de
atividade de cada enzima foi de 45; 50; 65; 70 e 78 °C por 30; 30; 60; 30 e 10
minutos, respectivamente. No final da etapa de mosturacao, a 70 °C, foi realizado
o teste com solugédo de iodo, 0,02 N para verificar a sacarificacdo do amido do
malte.

Apoés a confirmagao da hidrélise do amido, 0 mosto foi aquecido até 78 °C

com o objetivo de inativar as enzimas presentes e ajudar a clarificacado do mosto.
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4.7.2 Filtracao do mosto

Com o objetivo de melhorar a filtragdo do mosto primario, foi utilizado como
auxiliar da filtracdo palha de arroz. Desta forma, a farinha do malte fica misturada
com a camada de palha, e a etapa ocorre normalmente. Essa camada serviu como
elemento filtrante e para a lavagem do bagaco do malte de sorgo com agua
secundaria a 80 °C, originando o mosto secundario. O volume de agua secundaria

serviu para a extragao dos acucares residuais retidos no bagago do malte de sorgo.
4.7.3 Fervura do mosto

O volume do mosto final, juncdo dos mostos primarios e secundarios, foi
submetido a fervura em uma panela de inox, por uma hora, até atingir a
concentracao final de acucares em 6,62 °P de extrato original. No inicio e no fim da
fervura, foi adicionado lupulo na forma de pellets, em proporcdes de 0,51 e 0,11
g/L, para conferir 0 amargor e aroma, respectivamente, no mosto acabado.

Apoés o término da fervura, foi feito, manualmente, o whirlpool (redemoinho)
com o uso de uma espatula de inox e, aguardado um tempo de aproximadamente
um minuto para a formagado de aglomerados proteicos (trub) no fundo da panela.
Esse processo de recirculacdo do mosto faz com que essas particulas decantem e
figuem no centro da panela; desta forma, é obtido um mosto mais claro. Logo em
seguida, o mosto foi transferido para os fermentadores, aguardando a temperatura

de fermentacgao.
4.7.4 Preparacao do inéculo

Da cultura estoque da levedura Saccharomyces cerevisiae w-34/70,
cultivada em tubos de ensaio contendo meio inclinado agar batata dextrose, foi feita
a transferéncia das células, em condicbes assépticas, para um tubo de ensaio
contendo 10 mL de mosto na concentracao de 6,62 °C. O cultivo foi realizado sob
agitacdo em incubadora refrigerada (CIENTEC) a 200 rpm e em temperatura
ambiente (30 °C). Em seguida, este volume de meio foi transferido para um frasco
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 90 mL de mosto, na mesma concentragao,
totalizando 100 mL. O cultivo foi feito sob as mesmas condicdes anteriores, até que
a concentracdo de agucares abaixasse para 3 °P (aproximadamente 24 h). Este

volume de fermento foi transferido para outro frasco com o dobro do volume,
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mantendo as mesmas condi¢cdes de cultivo. O volume final de cultivo foi mantido
na geladeira para a decantacdo das células e concentracdo das mesmas. Foi
retirado o sobrenadante e efetuada a contagem de células. Este in6culo foi entao
transferido para os fermentadores contendo 5000 mL de mosto na concentragdo de
6,62 °P de extrato original.

4.7.5 Fermentacao

As fermentacdes foram realizadas em escala de bancada, utilizando frascos
Erlenmeyers de 5 L, com uma concentracao de 6,62 °P. A concentracao celular
inicial foi de 108 células x °P por ml de mosto, segundo a metodologia descrita por
Guldfeldt e Arneborg (1998). O tempo e a temperatura de fermentagcao variaram de

acordo com o planejamento experimental.
4.7.6 Maturacao e envase

A maturacao foi conduzida a 0 °C, nos mesmos frascos Erlenmeyers onde
ocorreu a fermentacao; apds, realizou-se uma trasfega, e deixou-se até completar
o tempo recomendado. Apdés o periodo de maturacdo, a cerveja obtida foi
transferida para uma garrafa onde foi adicionada uma solugdo de sacarose na
concentracao de 6 g/L para que ocorresse a refermentacdo na garrafa, para a
carbonatacao da bebida. As cervejas foram acondicionadas em garrafas de 600 mL
na cor ambar, e esperado um tempo de 15 dias em temperatura ambiente, para

que a refermentacao fosse finalizada.
4.8 Analise de qualidade na etapa de fermentacao

Foram determinados a cor, o pH, e o nitrogénio amino livre das bebidas
fermentadas. As anadlises de cor foram feitas segundo o método 9.6 da EBC (EBC,
1987), e foi utilizado um volume de 5 mL de cada cerveja que foram centrifugadas
a 4150 x g por 10 minutos e realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro UV-visivel (Thermo Scientific Serie GENEYIS 10S) no
comprimento de onda 430 nm, em cubetas de 1 cm. O pH das cervejas foi
determinado conforme o método 9.35 da EBC (EBC, 1987), usando um pHmetro
MA-522 (MARCONI). O teor nitrogénio amino livre das cervejas foram medidos de
acordo com os métodos 9.10, segundo EBC (EBC, 1987).
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4.8.1 Parametros cinéticos

Durante o processo de fermentacao foram retirados 35 mL de amostras (10%
do volume total), periodicamente a cada 12 horas. As amostras foram
desgaseificadas pela agitacdo dos tubos durante um minuto. O sobrenadante
obtido, apéds a centrifugacao a 4.150 x g por 20 minutos, foi utilizado para quantificar
o extrato real (°P), a densidade (g/mL) e o etanol (% v/v) das cervejas em
equipamento especifico (Alcolyzer Beer ME, Anton Paar, DMA 4500M).

As contagens de células em suspensao, expressa em células/mL, foi
realizada em uma camara de Neubauer (1/400 mm? x 1/10 mm).

A viabilidade celular foi determinada pela método de coloracdo com azul de
metileno, conforme Guldfeldt e Arneborg (1998). Foram misturados iguais volumes
da suspensao de células e da solucao de azul de metileno (contendo por litro: 0,1
g de azul de metileno e 20 g de acetato de sddio). A porcentagem de células ndo
coradas foi registrada como a viabilidade celular.

Estas analises foram usadas para a avaliacdo do fator de conversao de
substrato em produto, produtividade volumétrica e grau real de fermentacéo,
expressos em g/g, g/L.h e %, respectivamente, das fermentagfes, calculados a
partir das equacgdes seguintes , de acordo a Borzani (1986):

_P-P )
p/s - SO -9 ( )
0, = 1o @
Pt —t,
2,0665 x Etanol(m/ )
RDF = z 3)

2,0665 X Etanol(m/ ) + ER(m/
m m)

Em que:
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Po e P: concentracao de etanol inicial e final (g/L), respectivamente

So e S: concentracao de extrato real inicial e final (g/L), respectivamente
to e t: tempo inicial e final (h), respectivamente

ER: extrato real (m/m)

Para os calculos de rendimento, produtividade e grau real de fermentacéo,
a conversao de unidades das concentracdes de extrato real (°P) e do etanol (%,
v/v) para g/L, foram realizados de acordo com as Equagbes 4 e 5, usadas por
Aizemberg (2015).

ER (2) = ER(°P) x densidade (£) x 10 4)

E (%) = Etanol (%,v/v) x 0,789 (%) x10  (5)

Onde: 0,789 g/L é a densidade do etanol a 20 °C.
4.9 Metodologia de otimizacao

A metodologia de superficie de resposta foi usada para a otimizacdo do
processo de maltagem e das etapas de mosturacao e de fermentacao (Figura 5).
Inicialmente, foram realizados experimentos prévios com um unico fator (cinco
niveis). Em cada ensaio, foi estudada apenas uma primeira variavel independente,
fixando tanto a segunda variavel quanto os fatores do delineamento composto
central rotacional.

Os resultados dos estudos prévios, o0 seja, o valor de cada fator que forneceu
as melhores respostas, foram usados no segundo passo da metodologia, a selecéo
dos niveis das variaveis do delineamento, no qual uma segunda série de
experimentos com um Unico fator (trés niveis) foi realizada para determinar o
intervalo usado para as trés variaveis independentes no processo de maltagem nas
etapas de mosturacdo e de fermentacdo. Assim, foi desenvolvido o DCCR
correspondente para cada otimizagédo, e validado o modelo experimentalmente

para a sua aceitabilidade.
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4.9.1 Processo de maltagem

No processo de maltagem, os experimentos prévios com um unico fator
consistiram na selecao da temperatura de imersao e de germinagao. Um estudo foi
realizado para determinar a temperatura 6tima de imersdo para a maltagem do
sorgo. Incialmente, a imersao foi realizada em diferentes temperaturas: 25; 27,5;
30; 32,5 e 35 °C. A concentracdo de NaOH, tempo de imersao, temperatura e
tempo de germinacao foram mantidos constantes a 0,2%, 24 h, 30 °C e 144 h,
respectivamente.

Um segundo conjunto de experimentos foi realizado para determinar a
melhor temperatura de germinagcdo. Como a temperatura de imersédo, a
temperatura de germinacgéo foi estudada entre 27,5 e 35 °C. A temperatura de
imersao 6tima a partir dos experimentos prévios (30 °C) e condicdes idénticas de
maltagem foram usadas. Foram avaliados o poder diastatico, o extrato em agua
guente e o nitrogénio amino livre para a otimizacao destes parametros.

Uma segunda série de experimentos para a avaliacdo de apenas um fator
foi realizada para determinar o intervalo usado para a concentracao da solugao
alcalina, o tempo de imerséo e de germinacao na MSR. Os graos foram imersos
em trés concentracdes de NaOH [0,05; 0,35 e 0,65% (p/Vv)], trés tempos de imerséao
(12, 30 e 48 h) e trés tempos de germinacao (48, 120 e 192 h) na temperatura de
imersao e de germinagao de 30 °C, otimizadas anteriormente. Foram estudados os
efeitos destas trés variaveis independentes sobre o DP, HWE, FAN e MWL.

4.9.2 Etapa de mosturacao

Os experimentos prévios com um unico fator, realizados na etapa de
mosturacao, foram a selecdo do pH de mosturacédo e da temperatura da atividade
das enzimas proteoliticas ou proteases. O pH do mosto durante a mosturacao deve
ser ajustado para permitir a degradacdo das proteinas, e posteriormente, a
degradacdo do amido do malte (MAYER et al., 2016). J& que as enzimas
proteoliticas sdo as responsaveis pela producdo de aminoacidos livres, elas sado
chaves na producao de FAN. Assim, o pH foi a primeira variavel independente
estudada. A mosturacao foi realizada em cinco diferentes valores de pH (4,0; 4,5;
5,0;5,5€6,0).
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Figura 5 - Fluxograma da metodologia de otimizagao do processo de maltagem a e as etapas de

mosturacdo e fermentacao

¥
[ |Selecio da temperatura de
imersdo
Experimentos —
previos Selecdo da temperatura de
germinacio
Selecdo do intervalo para
a concentracBo de NaOH
Selecdo dos ¥
niveis das ] Selecéo do intervalo para
variavels no o tempo de imersdo
delineamento
¥
Selecdo do intervalo para
o tempo de germinacdo

Mosturacio

‘ Selecdo do pH de ‘

mosturacio

Selecdo da temperatura de
atividade proteolitica

Selecdo do intervalo para
a atividade beta-amilase

hJ

Selecéo do intervalo para
a atividade alfa-amilase

|

Desenvolver o DCCR

Selecdo do pH de
fermentacdo

Selecdo do tempo de
maturacio

Selecdo do intervalo para
o tempo de fermentacio

h 4

Selecio do intervalo para
a temperatura de
fermentacio

l

‘ Otimizacdo numeérica ‘

l

A

Validacdo do modelo

Confirmar a confiabilidade do modelo por
experimentos adicionais, usando a condigdo otima

|

Comparar valores experimentais e previstos

Refazer

experimentos no
DCCR
A

NEL]

Fonte: Arquivo pessoal

Aceitar o modelo?

Sim




57

As temperaturas da atividade das enzimas proteases, f-amilase e a-amilase,
foram mantidas constantes a 45; 55 e 70 °C, respectivamente.

A segunda variavel independente selecionada, nos experimentos prévios, foi
a temperatura de atividade proteolitica. Essas enzimas sao as responsaveis pela
producgéo de nitrogénio amino livre, parametro importante na fermentagéo. Além de
influenciar em outros parametros, como discutido anteriormente, as suas atividades
enzimaticas influenciam também na cor do mosto (EVANS; TAYLOR, 1990a).
Visando otimizar a etapa de mosturagdo do malte de sorgo, foi estudada a
temperatura de atividade proteolitica em 30; 35; 40; 45 e 50 °C. O pH de 5,5,
selecionado na primeira etapa, foi usado. Foram mantidas constantes as
temperaturas da atividade B-amilase e da a-amilase em 55 e 70 °C,
respectivamente. O extrato em agua quente e o nitrogénio amino livre foram as
variaveis respostas avaliadas nestes experimentos preliminares.

Foram realizados experimentos com um fator para determinar o intervalo
usado para as temperatura de atividades das enzimas B-amilase e a-amilase
durante a mosturacdo na MSR. Essas enzimas sdo chaves na sacarificacdo do
amido do malte (OGBONNA, 2009; LYUMUGABE et al., 2012). A mosturacao foi
realizada em trés diferentes temperaturas (48, 52 e 56 °C) para avaliar atividade da
B-amilase e em trés diferentes temperaturas (66; 70 e 74 °C) para avaliar atividade
da a-amilase. O pH de 5,5 e a temperatura de atividade das enzimas proteoliticas
de 45 °C, otimizados anteriormente, foram mantidos constantes. O efeito de ambas
as temperaturas das enzimas sobre o HWE e o FAN foi estudado.

4.9.3 Etapa de fermentacao

Os experimentos prévios com um unico fator, na etapa de fermentacao,
foram a selecao do pH de fermentacao e do tempo de maturacdo. O mosto usado
nos experimentos da fermentacao tinha uma concentracao de extrato de 6,62 °P e
de FANde 111,00 mg/L. Um estudo foi realizado para determinar o pH étimo para
o crescimento das leveduras durante a fermentacdo. A fermentacao foi realizada
em diferentes valores de pH (4,0; 4,2; 4,4; 4,6 e 4,8). O tempo e a temperatura de
fermentacao, e o tempo de maturagéo, foram mantidos constantes a 120 h, 9 °C e
168 h, respectivamente. Um segundo conjunto de experimentos foi realizado para
determinar o melhor tempo de maturacao. O pH étimo a partir dos experimentos
prévios (4,4) e condicdes idénticas de fermentacao foram usadas. A maturacao foi
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estudada em cinco tempos diferentes (144; 168; 192; 216 e 240 h). As variaveis
respostas estudadas foram a cor, e pH das bebidas fermentadas porque estes
parametros podem influir na aceitabilidade das bebidas.

Experimentos com um fator foram realizados para determinar o intervalo
usado para o tempo e temperatura de fermentacdo na MSR. As fermentacdes foram
conduzidas em trés diferentes tempos (72; 144 e 216 h). Como a levedura usada é
capaz de fermentar entre 9 e 22 °C e, idealmente, entre 12 e 15 °C, foram
selecionadas as trés temperaturas seguintes: 6; 12 e 18 °C. O pH de fermentacao
e o tempo de maturacao foram mantidos a 4,4 e 240 h, respectivamente. Foram
estudados os efeitos destas duas variaveis independentes sobre a cor e pH das

bebidas fermentadas.
4.10 Analise sensorial

As cervejas de sorgo obtidas foram submetidas a analise sensorial. Foi
empregado o teste de aceitacdo usando a escala hedbénica de 9 pontos, para a
escolha da melhor cerveja, com a nota 9 significando gostei muitissimo, a nota 5
significando nao gostei nem desgostei, a nota 1, desgostei muitissimo. A aplicacéao
do teste sensorial foi realizada conforme metodologia descrita por Meilgaard (2001).

As amostras foram apresentadas em blocos completos aos 60 consumidores
habituais de cerveja, previamente recrutados, mediante entrevistas, em dias
diferentes. Amostras de cerveja com 40 mL foram servidas em copos de acrilico
codificados com trés digitos a temperatura de 4 £ 1 °C, acompanhadas de agua,
biscoito salgado e a ficha de avaliacdo sensorial (APENDICE A).

Os testes sensoriais foram realizados em cabinas individuais com a utilizacao
de luz branca no laboratério de Analise Sensorial da Microcervejaria da EEL. Os
participantes do teste foram recrutados por intermédio de informativos distribuidos
no campi da EEL, de forma voluntaria, e com idade maiores de 18 anos.

Os consumidores avaliaram atributos tais como aparéncia, cor, odor, sabor e
impressao global da bebida. Simultaneamente, foi avaliada a intengdo de compra
em relacédo ao produto usando uma escala estruturada de 5 pontos, com a nota 5
significando certamente compraria e a nota 1, certamente nao compraria.

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e aplicado teste de Ducan
para identificar diferencas significativas entre as médias, usando o programa /BM
SPSS Statistics 20. Diferencgas entre as médias no nivel de 5% foram consideradas
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significativas. A etapa de anélise sensorial foi aprovada pelo comité de ética para
sua execucdao (Numero CAAE: 02912018.1.0000.5390) e os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE B).
4.11 Planejamento experimental e analise estatistica

Foram avaliados os parametros de qualidade dos graos, tais como umidade,
peso de 1000 graos, energia de germinagdo, teor de proteina e textura do
endosperma.

Também, foram realizados experimentos prévios com um unico fator (Figura
5) antes o desenvolvimento da metodologia de superficie de resposta. As variaveis
respostas avaliadas foram: DP, HWE e FAN, na maltagem; DP, HWE, na
mosturacédo; e cor e pH das bebidas fermentadas, na fermentacao. Foi realizada a
ANOVA e o teste de Ducan para identificar diferencas significativas (p < 0,05) entre
as médias, usando o programa IBM SPSS Statistics 20, na avaliacao das variaveis
respostas.

A MSR com um delineamento composto central rotacional, tal como descrito
por (MYERS; MONTGOMERY, 2002), foi utilizada para determinar a influéncia dos
fatores sobre as varidveis respostas do processo de maltagem e as etapas de
mosturacao e de fermentacao.

No processo de maltagem foi examinada a influéncia da concentragédo de
NaOH (X1), naimersao, o tempo de imersao (X2), o tempo de germinacao (Xs) sobre
o DP (Y1), 0o HWE (Y2), o FAN (Y3) e as MWL (Y4). Na mosturagao, foi analisada a
influéncia da temperatura de atividade da -amilase (X1) e da a-amilase (X2) sobre
o extrato em agua quente (Y1) e o nitrogénio amino livre (Yz2). J& na etapa de
fermentacao avaliou-se influéncia do tempo (X1) e da temperatura (X2) sobre o
etanol (Y1), o Yp/s (Y2), a Qp (Y3), o RDF (Ya4), a cor (Ys), o pH (Ye) e 0 FAN (Y7).
Cada variavel independente foi codificada em cinco niveis (Tabela 5, 6 e 7).

O delineamento composto central € constituido por trés partes: (i) pontos
fatoriais que permitem estimar os efeitos de primeira ordem; (ii) pontos axiais,
fixados a uma distancia a de £1,682 ou de +1,414 a partir da origem para gerar 0s
termos quadraticos; (iii) pontos centrais para proporcionar informagdes sobre a
existéncia da curvatura no sistema, a variancia da resposta prevista e fornecer uma

estimativa independente do erro experimental.
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Tabela 5 — Variaveis independentes e seus valores atuais e codificados usados para a otimizacao
da maltagem

Variaveis Caodigo Niveis dos fatores
-1,682 -1 0 1 1,682
Concentracao de X1 0,10 0,20 0,35 0,50 0,60
NaOH (%)
Tempo de imersao X2 3,82 12,00 24,00 36,00 44,18
(h)
Tempo de X3 15,27 48,00 96,00 144,00 176,73

germinacao (h)

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 6 - Varidveis independentes e seus valores atuais e codificados usados para a otimizacéo
da mosturacao

Variaveis Codigo Niveis dos fatores
-1,414 -1 0 1 1,414
Temperatura da X2 49,17 50 52 54 54,83
B -amilase (°C)
Temperatura da X1 67,17 68 70 72 72,83

a-amilase (°C)

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 7 - Variaveis independentes e seus valores atuais e codificados usados para a otimizacédo
da fermentacao

Variaveis Céddigo Niveis dos fatores
-1,414 -1 0 1 1,414
Tempo (h) X 52,12 72 120 168 187,88
Temperatura (°C) Xz 7,76 9 12 15 16,24

Fonte: Arquivo pessoal

Os ensaios do delineamento da maltagem foram realizados em triplicatas.
Ja os experimentos da mosturagdo e de fermentacdo foram realizados em
duplicatas. Os experimentos foram realizados aleatoriamente para minimizar os
efeitos da variabilidade inesperada nas respostas observadas.

Para as variaveis sob consideracao, um modelo de regressao polinomial de
segunda ordem foi proposto de acordo com Myres e Montgomery (2002) conforme
descrito a seguir:
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Y =P, +Zn:,8ixi +iﬁiixi2 +i i Bij XiX; (6)
i=1 I1=1

i=1 j=it+1

Em que: Y é a resposta prevista, Bo € 0 coeficiente de intersecao, Bi € o
coeficiente do efeito linear, Bi € o coeficiente do efeito quadratico, B € o coeficiente
do efeito de interagdo, Xje Xjvaiaveis independentes codificadas, e n é o nimero
de fatores. A qualidade do ajuste da equacédo do modelo polinomial foi expressa
pelo coeficiente de determinacdo (R?), F caculado, falta de ajuste e coeficiente de
variacdo. A significAncia estatistica dos termos do modelo foi determinada por
analise de regressao multipla, analise de variancia e teste de significancia usando

o programa Design-Expert (7.0.0).
4.12 Otimizacao

Para otimizar os fatores experimentais do processo de maltagem e as etapas
de mosturacao e de fermentacéao, foi usada a técnica de otimizacao numérica do
programa Design-Expert (7.0.0). Foram selecionados 0s objetivos desejado para
cada variavel independente e resposta. Para a otimizacdo numérica, todas as
variaveis independentes foram mantidas dentro do intervalo dos pontos axiais,
enquanto as variaveis respostas foram maximizadas ou minimizas. A otimizacao
numérica determina um ponto que melhora a funcao de desejabilidade ao maximo.
Para buscar uma combinacgao étima de variaveis, os objetivos sdo combinados em
uma funcao composta geral, D (x), chamada funcdo de desejabilidade (MYERS;
MONTGOMERY, 1995), a qual é definida como:

D(x)=(d; X dy X .. xdy)"/n (7)

Em que di, d2, ..., dn S80 as respostas e "n”é o numero total de respostas na
medida.
Os graficos de superficie de resposta foram gerados com a ajuda do
programa Design-Expert (7.0.0). Os gréaficos de superficie de resposta obtidos a
partir dos dados experimentais mostraram o efeito das variaveis independentes

sobre as respostas.



62

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Qualidade dos graos

A Tabela 8 apresenta os resultados dos parametros de qualidade dos graos
de sorgo das cultivares BRS511 e 1G244. As analises foram feitas em triplicatas e
calculados a média e o desvio padrao. A umidade foi menor quando comparada
com as umidades de outras cultivares de sorgo. Por exemplo, tém sido relatado
umidades nas cultivares de sorgo S.SA, S.Su e S.Nig de 3,4; 5,6 e 4,7%,
respectivamente (AISIEN; MUTS, 1987). Ja Odibo et al. (2002) encontraram nas
cultivares SK 5912 e Fara fara umidades de 10,5 e 10,7%, respectivamente.

O peso de 1000 graos esta nos intervalos de pesos encontrados na literatura
(NNAMCHI; OKOLO; MONEKE, 2014; ABUAJAH et al., 2016b). Igualmente, os
graos demostraram ter boa energia de germinacdo. A EG neste estudo foi
marcadamente maior que ao valor minimo para o sorgo, e também superior ao
minimo exigido pela EBC (EBC, 1987) para grdaos de cevada. Os resultados
mostraram que os graos tiveram um bom teor de proteinas; similares aos obtidos
por Nnamchi et al 2014 nas 10 cultivares estudadas.

Em relacdo a textura do endosperma, ambas as cultivares estudadas tém
uma textura farinhosa (4 — 5). Cultivares de sorgo tem apresentado uma textura
similar (BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012).

Tabela 8 - Atributos de qualidade dos cultivares BRS511 e 1G244

Cultivares
Atributos
BRS 511 1G244
Umidade (%) 2,59+0,30 3,5310,42
Peso de 1000 gréaos (g) 27,24+ 0,15 27,66+0,28
Energia de germinagao (%) 98,17+ 0,76 97,33+0,57
Proteina total (%) 10,8+0,28 9,75+0,35
Textura do endosperma Farinhosa Farinhosa

Fonte: Arquivo pessoal

5.2 Otimizacao do processo de maltagem do cultivar BRS511
5.2.1 Selecao da temperatura de imersao e de germinacao

Estudos prévios foram realizados para determinar a temperatura 6tima de

imersdo e de germinagdo requeridas para atingir os maximos parametros de
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qualidade durante o processo de maltagem. A analise estatistica foi realizada
usando o programa IBM SPSS Statistics 20. Os resultados mostraram que a
temperatura de imersao teve um efeito significativo sobre o poder diastatico, extrato
em agua quente e nitrogénio amino livre (p < 0,05). A Figura 6 mostra que os
parametros de qualidade incrementaram com o aumento da temperatura até 30 °C,
além do qual ndo houve aumento nesses parametros, indicando que temperaturas
diferentes a 30 °C nao sao adequadas para o desenvolvimento enzimatico do malte
de sorgo do cultivar BRS511.

Figura 6 - Efeito da temperatura de imerséo sobre o poder diastatico (°L) (a), extrato em agua quente
(b) e nitrogénio amino livre (c) do malte de sorgo do cultivar BRS511, usando 0,2% de NaOH, 24 h
de imersdo e 144 h de germinagao a 30 °C. As barras verticais representam o desvio padréao (n =
2).
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Um alto DP de 23,43 °L foi observado quando os grdos foram imersos em
30 °C. Similarmente, o maximo DP de 42,6 SDU g (aproximadamente 21,3 °L)
num estudo prévio foi obtido pela cultivar Bernard Red, na imersao dos graos a 30
°C (DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997a).

Igualmente, neste estudo, o valor superior de HWE (260,67 °L/Kg) e o valor
aceitavel de FAN (112,17 mg/L) foram observados a 30 °C.

Por outro lado, Nnamchi et al. (2014) relataram que a cultivar SK5912 s6
atingiu o maximo HWE de 240,3 °L/Kg, na imerséo a 28 °C; embora o FAN (185
mg/L) tenha sido superior quando comparado com o presente estudo pesquisa.
Neste estudo, portanto, uma temperatura de imersao de 30 °C foi selecionada para
os futuros experimentos.

A proxima etapa foi a selecdo de uma temperatura apropriada de
germinacdo. Os resultados mostraram que os mesmos parametros de qualidade
(DP, HWE e FAN) também melhoraram com o incremento da temperatura desde
25 até 30 °C, porém mantiveram-se praticamente constantes entre 30 e 32,5 °C, e
decresceram com o aumento da temperatura de germinagéao desde 32,5 até 35 °C
(Figura 7). A anadlise estatistica revelou que a temperatura de germinagao teve um
efeito significativo sobre os parametros de qualidade estudados (p < 0,05).

Neste estudo, foram registrados a 30 °C os valores mais altos de DP (25,17
°L), HWE (273,58 °L/Kg) e FAN (120,10 mg/L).

No entanto, Morrall et al. (1986b) mostraram que o valor maximo DP de 46,6
SDU g' (aproximadamente 23,3 °L) foi atingido em uma temperatura de
germinacdo de 24 °C. Similarmente, Igyor et al. (1998) mostraram que a
temperatura 6tima de 25 °C para a qualidade do malte em termos de HWE (267
°L/Kg) e de FAN (aproximadamente 200 mg/L).

Contudo, uma étima temperatura de germinacao entre 25 e 30 °C também
tem sido reportada (NOVELLIE, 1962b; DEWAR; TAYLOR; BERJAK, 1997b; AGU,;
PALMER, 1997c). Deste modo, este estudo recomenda que a temperatura de
germinacao seja de 30 °C para alcancar os parametros de qualidade maximos
possiveis do malte de sorgo.
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Figura 7 - Efeito da temperatura de germinagdo sobre o poder diastatico (°L) (a), extrato em agua
quente (b) e nitrogénio amino livre (c) do malte de sorgo, usando 0,2% de NaOH, 24 h de imersao
a 30 °C e 144h de germinacao. As barras verticais representam o desvio padrdo (n = 2).
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5.2.2 Selecao dos niveis dos fatores do DCCR

Como a concentracao de NaOH, na imersdo, o tempo de imersao e de
germinacao tém sido identificadas como os parametros principais na qualidade do
malte (LEFYEDI; TAYLOR, 2006; BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012; AGU;
PALMER, 2013; DJAMEH et al., 2015), assim estes parametros foram selecionados
como os fatores do delineamento para a MSR.

5.2.2.1 Concentracao de NaOH

A primeira etapa foi selecionar o intervalo para a concentragdo de NaOH na
etapa de imersao no processo de maltagem. Os experimentos foram realizados em
trés diferentes concentragcdes de NaOH (0,05; 0,35 e 0,65% p/v). O tempo de
imersao (24 h) e de germinagdo (144 h) foram mantidos constantes, e as
temperaturas de imersao e de germinacao, em 30 °C, como otimizadas nos estudos
preliminares. A Figura 8 mostra que os maiores valores de DP, HWE e FAN foram
de 26,69 °L, 274,40 °L/kg e 115,39 mg/L, respectivamente, enquanto a MWL mais
baixa foi de 10,70%. A concentracdo de NaOH teve um efeito significativo sobre a
qualidade do malte (p < 0,05). O DP, o HWE e o FAN incrementaram com o
aumento da concentracdo de NaOH desde 0,05 até 0,35%; no entanto, houve um
decréscimo nestes parametros quando 0,65% de NaOH foi utilizado. Uma
tendéncia similar foi observada por Lefyedi e Taylor (2006) quando avaliaram o DP
da cultivar PAN 8546 usando uma concentracao de NaOH entre 0,1 e 0,3%; o
maximo DP (26,9 SDU/g) (aproximadamente 13,45 °L) foi obtido com 0,2% de
NaOH. Por outro lado, neste estudo, as perdas da maltagem diminuiram com o
aumento da concentracdo de NaOH. Varias pesquisas tém revelado que a imersao
dos graos em uma solucdo alcalina diluida pode proporcionar maltes com
adequados valores de DP, HWE e FAN, além de reduzir as perdas, e melhorar a
mobilizacdo de carboidratos e proteinas sem efeitos adversos aos graos (OKOLO;
EZEOGU, 1996; DEWAR; OROVAN; TAYLOR, 1997; EZEOGU; OKOLO, 1999).
Conforme (DEWAR; OROVAN; TAYLOR, 1997), a melhora no malte de sorgo pelo
alcali, em termos de DP e FAN é devido a absorcao de agua durante a imerséo.
Isto pode ser um resultado da destruicdo da estrutura da parede celular do
pericarpo nos graos. Considerando todas as respostas, foi selecionado 0,20; 0,35

e 0,50 de NaOH, como o nivel baixo, médio e alto, respectivamente.



Figura 8 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito da concentragdo de NaOH sobre o poder
diastatico (a), extrato em agua quente (b), nitrogénio amino livre (c) e perdas da maltagem (d) do malte de
sorgo. As barras verticais representam o desvio padréo (n = 2).
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5.2.2.2 Tempo de imersao

A segunda etapa foi selecionar um intervalo adequado para o tempo de
imersao. Os experimentos realizaram-se a trés diferentes tempos, 12,30 e 48 h. A
concentracao de NaOH (0,2%) e o tempo de germinacao (144 h) foram mantidos
constantes, e as temperaturas de imersao e de germinacao, ambas em 30 °C, como
otimizadas previamente. Os maiores valores de DP, de HWE e de FAN foram de
27,06 °L, 286,81 °L/kg e 124,46 mg/L, respectivamente, e as menores perdas de
13,17% (Figura 9). Um efeito significativo (p < 0,05) do tempo de imersao sobre
estes parametros foi observado. Os parametros de qualidade aumentaram com o
aumento do tempo de imersdo desde 12 até 30 h, porém ficaram constantes até as
48 h. lgualmente, Pathirana et al. (1983) perceberam que o DP do cultivar IS 2941
aumentou com o aumento do tempo de imersdo, desde 8 até 32 h, atingindo um
maximo de 46,3 SDU g (aproximadamente 23,15 °L); no entanto, o maior extrato
(82,4%) foi obtido com 18 h. Porém, Djamed et al. (2015) relataram que a duracao
do tempo de imerséo no teve influéncia sobre o DP. Além disso, a média do FAN
foi ndo afetada pelo tempo, e decresceu com o incremento do tempo de imerséo
desde 16 até 22 h. Por outro lado, tem sido relatado o retardo das perdas da
maltagem pelo aumento do tempo de imersao dos graos entre 16 e 40 h (DEWAR,;
TAYLOR; BERJAK, 1997a). Neste estudo, foi selecionado 12; 24 e 36 h de imersao

como o nivel baixo, médio e alto, respectivamente, para a otimizagao.
5.2.2.3 Tempo de germinacao

A terceira etapa foi selecionar o melhor intervalo para o tempo de
germinacdo. A germinacao foi estudada a trés diferentes tempos de 48; 120 e 192
h. A concentracdo de NaOH (0,2%) e o tempo de imersao (24 h) foram mantidos
constantes, e as temperaturas de imersao e de germinagcao, ambas em 30 °C, como
otimizadas anteriormente.

Os maiores valores de DP, de HWE e de FAN foram de 28,30 °L, 303,83
°L/kg, 128,79 mg/L, respectivamente. Ja as perdas mais baixas foram de 12,26%
(Figura 10). Foram observados efeitos significativos (p < 0,05) do tempo de
germinacao sobre o DP, HWE e FAN.



Figura 9 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito do tempo de imerséo sobre o poder diastéatico
(a), extrato em agua quente (b), nitrogénio amino livre (c) e perdas da maltagem (d) do malte de sorgo. As
barras verticais representam o desvio padrao (n = 2).
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Estes parametros incrementaram desde 48 até 120 h, mas nao foram
observados aumentos em 192 h. Por outro lado, as perdas aumentaram com o
aumento do tempo de germinacao.

A melhora dos parametros de qualidade com o aumento do tempo de
germinacao esta em concordancia com outros trabalhos. Por exemplo, foi reportado
que o DP e HWE de sorgo incrementaram com o aumento do tempo de germinagao
até as 120 h. (AGU; PALMER, 2013).

Por outro lado, foi reportado que um incremento desde 48 até 144 h de
germinacao resultou em um consistente aumento nos valores de FAN e nas perdas
da maltagem, em todas as variedades estudadas, oscilando entre 185,67 e 343,29
mg/L, e entre 8,68 e 27,56%, respectivamente (BEKELE; BULTOSA; BELETE,
2012).

Neste trabalho, foi selecionado 48; 96 e 144 h de germinacdao como o nivel

baixo, médio e alto, respectivamente, para a otimizacao.
5.2.3 Metodologia de superficie de resposta

A Tabela 9 mostra as condicdes experimentais de acordo com o
delineamento composto central rotacional e as respostas observadas.

Observa-se que o poder diastatico, extrato em agua quente, nitrogénio amino
livre e as perdas da maltagem oscilaram entre 22,70 e 38,60 °L, 210,60 e 330,32
°L/kg (55,82 — 87,56 %), 70,86 e 145,36 mg/L, e 10,0 e 15,2%, respectivamente.
Os mais altos valores de DP (38,60 °L), HWE (330,32 °L/kg), FAN (145,36 mg/L)
foram obtidos sob condiciones experimentais de X1 = 0,20%, X2 =36 h e X3 = 144
h (experimento n°. 7), enquanto a perda mais baixa (10%) foi obtida sob
condiciones experimentais de X1 = 0,50%, X2 = 12 h e X3 = 48 h (experimento n°.
2).



Figura 10 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito do tempo de germinagéo sobre o poder diastatico
(a), extrato em agua quente (b), nitrogénio amino livre (c) e perdas da maltagem (d) do malte de sorgo. As barras
verticais representam o desvio padréo (n = 2).
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Tabela 9 — Matriz (valores reais) do delineamento composto central rotacional e respostas

observadas no processo do malte de sorgo

No.2 Orden?® Xi X X \' Y2 Ys Y,
1 20 0,20 12 48 26,5 255,11 89,10 12,00
2 5 0,50 12 48 22,7 233,50 80,00 10,00
3 15 0,20 36 48 32,0 276,10 116,73 13,30
4 6 0,50 36 48 24,0 255,80 92,30 11,50
5 2 0,20 12 144 30,14 300,70 126,19 14,50
6 8 0,50 12 144 26,4 285,00 103,81 12,50
7 3 0,20 36 144 38,6 330,32 145,36 15,00
8 9 0,50 36 144 28,3 301,00 113,45 13,50
9 19 0,10 24 96 33,4 315,60 120,00 15,00
10 4 0,60 24 96 23,1 275,10 81,67 12,83
11 10 0,35 3,82 96 27,9 272,20 96,57 12,10
12 11 0,35 44,18 96 32,0 313,10 144,48 13,20
13 13 0,35 24 15,27 229 210,60 70,86 11,00
14 14 0,35 24 176,73 28,1 290,40 114,29 15,20
15 16 0,35 24 96 32,5 316,90 114,00 13,90
16 18 0,35 24 96 30,0 313,70 118,00 13,20
17 1 0,35 24 96 31,3 315,00 112,80 14,10
18 12 0,35 24 96 32,9 319,00 110,00 13,00
19 7 0,35 24 96 30,1 315,80 112,00 13,60
20 17 0,35 24 96 29,5 314,50 120,10 14,00

aQrdem padrao; P Ordem de execucdo aleatério. X1: concentracdo de NaOH; Xz: tempo de imerséo;
Xa: tempo de germinacgéo; Y1: poder diastatico; Ya: extrato em agua quente; Ys: nitrogénio amino

livre; Ya: perdas da maltagem.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.2.4 Composicao dos modelos

A andlise de regressdao multipla dos dados experimentais originaram as

seguintes equacdes polinomiais de segunda ordem em variaveis codificadas para

o poder diastatico (Eq. (8)), extrato em agua quente (Eq. (9)), nitrogénio amino livre

(Eg. 10)) e perdas da maltagem (Eq. (11)).

Y, = 31,02 — 3,16X, + 1,76X, + 1,98X5 — 1,34X, X, — 0,81 X2 — 1,78 X2

(8)

Y, = 315,74 — 11,35X, + 11,55X, + 24,22X; — 6,73 X2 — 7,69 X% — 22,59 X2 (9)

Yy = 114,34 — 11,15X, + 10,93X, + 13,45X5 — 3,91 X2 + 3,05 X2 — 6,84 X2 (10)

Y, = 13,65 — 0,80X; + 0,45X, + 1,15X5 — 0,43 X2 — 0,27 X2

(11)
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As equacgdes obtidas foram testadas para determinar se elas poderiam
descrever a variabilidade nas respostas, avaliando os coeficientes de multipla
determinacao e realizando ANOVA.

A Tabela 10 mostra os resultados do ajuste dos modelos quadraticos aos
dados. A significancia de cada coeficiente foi determinada usando F-test e p-valor.
As variaveis correspondentes sdao mais significativas se 0 F caiculado S€ torna maior
e o p-valor € menor. A falta de ajuste é apresentada como uma medida da qualidade
dos modelos ajustados. O R? foi usado como um simbolo para determinar a
proporcdo de variabilidade nos dados experimentais explicada pelo modelo
quadratico. O CV foi usado para julgar a adequacao dos modelos. O CV é a relagéao
entre o erro padrao da estimativa e o valor médio da resposta observada, expresso
em porcentagem. Um modelo pode ser considerado reprodutivel razoavelmente se
o CV néo for maior que 10% (MYERS; MONTGOMERY, 1995). Neste estudo,
observa-se a partir da ANOVA que o CV dos modelos da maltagem foi menor que
10%.

O F calcuado do modelo de 18,70 com uma baixa probabilidade p-valor
(<0,0001) para o poder diastatico indica alta significancia do modelo. Ha uma
pequena possibilidade de 0,01% de que um valor F caiculado t40 grande do modelo
pudesse ocorrer devido ao ruido. Os termos lineares (X1, X2, X3), quadraticos (X12,
X3?) e a interacgdo (X1X2) tiveram efeitos significativos (p < 0,05) sob o DP do malte
de sorgo. O R? do modelo predito foi 0,9439. O p-valor (p = 0,6018) para a falta de
ajuste foi nao significativo, indicando que esses valores sdo um bom ajuste para o
modelo matematico na Eq. (8).

Um alto valor de Fcarculado (291,283), altamente significativo (p <0,0001) para
o extrato em agua quente indica a alta significancia do modelo. Todos os termos
lineares (X1, X2, X3), como no poder diastatico, e quadraticos (Xi2, X22, X3?)
mostraram efeitos significativos (p < 0,05) sob o HWE. Ja as interacbes (X1 Xz,
X1X3, X2X3) ndo tiveram efeitos sobre a resposta. O R? (0,9962) do modelo predito
nesta resposta foi alto e o p-valor da falta de ajuste foi 0,1188, sugerindo mais um
bom ajuste do modelo matematico Eq. (9).

Com relacao ao nitrogénio amino livre, 0 F caiculado (31,63) foi altamente
significativo (p <0,0001). Como na analise do HWE, os trés termos lineares (X1, Xz,

X3) e quadraticos (X12, X22, X3?) foram significativos (p < 0,05), e ndo houve efeito
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Tabela 10 — Analises de variancia para o0 modelo quadratico da superficie de resposta: modelo de
regressao estimado da relagcao entre as variaveis respostas e as variaveis independentes (X1, Xz,
X3) da maltagem

Fonte de sQ GL QM F calculado p-valor
variacao
DP (°L)
Modelo 300,15 9 33,35 18,70 < 0,0001
X4 136,41 1 136,41 76,49 < 0,0001
X2 42,37 1 42,37 23,76 0,0006
X3 53,32 1 53,32 29,90 0,0003
X1 Xz 14,47 1 14,47 8,11 0,0173
X1 Xs 0,63 1 0,63 0,35 0,5663
X2 X3 1,58 1 1,58 0,89 0,3682
X12 9,37 1 9,37 5,25 0,0449
X2? 0,61 1 0,61 0,34 0,5728
X3? 45,58 1 45,58 25,56 0,0005
Residuos 17,84 10 1,78
LF 7,84 5 1,57 0,78 0,6018
Erro puro 9,99 5 2,00
Total (corr.) 317,99 19
R?2 0,9439
R2A 0,8934
CV (%) 4,59
HWE (°L/KQ)
Modelo 19628,80 9 2180,98 291,23 < 0,0001
X4 1760,16 1 1760,16 235,04 < 0,0001
Xz 1820,90 1 1820,90 243,15 < 0,0001
X3 8008,71 1 8008,71 1069,43 < 0,0001
X1 Xz 18,94 1 18,94 2,53 0,1428
X1 Xs 1,21 1 1,21 0,16 0,6963
X2 X3 0,68 1 0,68 0,09 0,7696
X12 652,89 1 652,89 87,18 < 0,0001
X22 851,21 1 851,21 113,67 < 0,0001
X3? 7352,69 1 7352,69 981,83 < 0,0001
Residuos 74,89 10 7,49
LF 56,70 5 11,34 3,12 0,1188
Erro puro 18,19 5 3,64
Total (corr.) 19703,69 19
R2 0,9962
R2A 0,9928
CV (%) 0,94
FAN (mg/L)
Modelo 7011,17 9 779,02 31,63 < 0,0001
X4 1697,99 1 1697,99 68,95 < 0,0001
X2 1632,41 1 1632,41 66,29 < 0,0001
X3 2471,56 1 2471,56 100,36 < 0,0001
X1 X 77,24 1 77,24 3,14 0,1070
X1 Xs 53,87 1 53,87 2,19 0,1699
X2 X3 15,47 1 15,47 0,63 0,4464
X1? 220,79 1 220,79 8,97 0,0135
X2? 133,84 1 133,84 5,43 0,0420
X3? 673,30 1 673,30 27,34 0,0004
Residuos 246,26 10 24,63
LF 173,01 5 34,60 2,36 0,1836
Erro puro 73,25 5 14,65
Total (corr.) 7257,43 19
R?2 0,9661

(continua)
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Fonte de SQ GL QM F calculado p-valor
variacao
R2A 0,9355
CV (%) 4,55
MWL (%)
Modelo 33,62 9 3,74 18,45 < 0,0001
X1 8,79 1 8,79 43,42 < 0,0001
Xz 2,77 1 2,77 13,68 0,0041
Xs 18,20 1 18,20 89,87 < 0,0001
X1 Xz 0,061 1 0,061 0,30 0,5944
X1 Xs 0,011 1 0,011 0,056 0,8184
X2 X3 0,21 1 0,21 1,04 0,3311
X12 2,29 x 103 1 2,29 x 103 0,011 0,9174
X22 2,71 1 2,71 13,40 0,0044
X352 1,09 1 1,09 5,37 0,0429
Residuos 2,02 10 0,20
LF 1,01 5 0,20 1,00 0,5009
Erro puro 1,01 5 0,20
Total (corr.) 35,64 19
R? 0,9432
R2A 0,8921
CV (%) 3,42
Fonte de SQ GL QM F calculado p-valor
variacao

SQ: suma de quadrados; GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios, LK: falta de ajuste; CV:
coeficiente de variagdo. Xi: concentracdo de NaOH; Xa: tempo de imersdo; Xs: tempo de
germinacao.

Fonte: Arquivo pessoal.

significativo das interagcdes sob a resposta, como no HWE. O R? (0,9661) e o p-
valor (0,1836) da falta de ajuste do modelo predito também foram adequados.
Para as perdas da maltagem, o F caicuiado (18,45) foi altamente significativo (p
<0,0001). Como nas respostas anteriores, os trés termos lineares (X1, Xz, X3) foram
significativos; mas, apenas os temos quadraticos X2?, X3?> mostraram significancia
estatistica. O R? de 0,9432 e o p-valor de 0,5009 da falta de ajuste indicam o

apropriado ajuste do modelo na Eq. (11).
5.2.5 Analise das superficies de respostas

Como os modelos mostraram que a falta de ajuste nao tem significancia, as
respostas foram explicadas suficientemente pela equacéao de regressao. A relacao
entre as variaveis dependentes e independentes € mostrada pela representacéo
tridimensional das superficies de resposta e as curvas de contorno bidimensional
geradas pelos modelos, considerando apenas o0s termos estatisticamente
significativos. No processo de maltagem, os graficos apresentam a funcao de dois
fatores (X1 e X3) enquanto o terceiro fator (X2) foi fixado ao nivel zero (24 h). Ja nas
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etapas de mosturagao e fermentacédo, mostram-se as duas variaveis dependentes

(X1 e X2).

5.2.5.1 Poder diastatico

A Figura 11 descreve a superficie de resposta e curva de contorno do efeito

da concentracdo de NaOH e do tempo de germinacao sobre o poder diastatico do

malte de sorgo. A concentragdo de NaOH, na imersédo, demostrou efeito linear, e o

tempo de germinagéo efeito quadratico sobre o poder diastético.

Figura 11 - Superficie de resposta e curva de contorno para o poder diastasico do malte de sorgo
em fungéo da concentracao de NaOH e o tempo de germinagéo
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24 8006

~ [280316]

[
15.27 55.63 96.00 136.36 176.73

X1: Tempo de aerminacéo (h)
X2: Concentragéo de NaOH (%)

Fonte: Arquivo pessoal

O DP aumentou com a diminui¢do da concentracao de NaOH, e aumentou

com o aumento do tempo de germinacao, mas até as 140 h, aproximadamente. A
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regido 6tima encontra-se nas concentracées mais baixas de NaOH e nas ultimas
horas de germinacao. Resultados similares foram atingidos por Dewar et al. (1997)
na imersao do sorgo em 0,1% de NaOH. Por outro lado, Bekele et al. (2012)
sugeriram um tempo 6timo de germinacao (96 h); embora, ndo tivesse diferenca
significativa com 144 h. O incremento do DP com o tempo de germinacao esta de
acordo com varios trabalhos (MORRALL; BOYD; TAYLOR, 1986b; OWUAMA,
1997; DUAMEH et al., 2015) e tem sido associado com o alto nivel de umidade dos
graos durante a germinacao (NOVELLIE, 1962b).

5.2.5.2 Extrato em agua quente

A Figura 12 exibe a superficie de resposta e curva de contorno do efeito da

concentragdo de NaOH e do tempo de germinagao sobre o extrato em agua quente.

Figura 12 - Superficie de resposta e curva de contorno para o extrato em agua quente do malte de
sorgo em fungéo da concentracao de NaOH e o tempo de germinagéo

Extrato em agua quente (°L/kg)

0.60 176.73

Concentragdo de NaOH (%) °%# %85 Tempo de germinagao (h)

Extrao em éga quente (°L/kg)

224 671

15.27 55.63 96.00 136.36 176.73

X1: Tempo de aerminacéo (h)
X2: Concentragé@o de NaOH (%)

Fonte: Arquivo pessoal
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Diferente ao DP, ambas as variaveis independentes tiveram um efeito
quadratico sobre a resposta. O HWE atingiu seu maximo entre 0,22 e 0,47% de
NaOH e entre 96 e 140 h de germinacdo. A condicdo de germinagao estad em
correspondéncia com os resultados de Okolo e Ezeogu (1996), que em seus
trabalhos alcangaram o maior valor de HWE (315,60 °L/kg) as 96 h (4 dias). Usando
a mosturagao por infusdo a 85 °C, um valor de HWE (~255 °L/kg) inferior quando
comparado com o presente estudo foi obtido a partir do malte de sorgo (NDUBISI
et al., 2016).

5.2.5.3 Nitrogénio amino livre

O efeito da concentracdo de NaOH e do tempo de germinacao sobre o
nitrogénio amino livre pode ser observado a partir da Figura 13.

Figura 13 - Superficie de resposta e curva de contorno para o nitrogénio amino livre do malte de
sorgo em fungéo da concentracdo de NaOH e o tempo de germinagao

107.25
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X1: Temoo de aerminac&o (h)
X2: Concentrag&o de NaOH (%)

Fonte: Arquivo pessoal
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Ambas as variaveis independentes estudadas tiveram efeito linear sobre a
resposta. O FAN aumentou com o decréscimo da concentracdo de NaOH e
aumentou com o incremento do tempo de germinagédo. O maior valor de FAN pode
ser obtido com as minimas concentragcdes de NaOH e nas maximas horas de
germinacao estudadas. A influéncia do tempo de germinacao sobre o FAN, é uma
observacao que esta suportada por outros trabalhos (MORRALL; BOYD; TAYLOR,
1986b; BEKELE; BULTOSA; BELETE, 2012; DJAMEH et al., 2015).

A tendéncia observada no FAN semelhante a variacdo do DP com o tempo
de germinacao pode ser explicada porque ambas as respostas sdo dependentes
da disponibilidade e atividade das enzimas em descompor o material insoluvel
complexo em produtos soluveis simples. O aumento do FAN a partir das 96 h de
germinacao esta de acordo com Nout e Davies (1980) que mostraram que a
atividade proteolitica do malte de sorgo aumentou em até 7 dias de germinacgéo.
Também, Evans e Taylor (1990a) reportaram um incremento da atividade

proteolitica com o tempo de germinacgao.
5.2.5.4 Perdas da maltagem

O efeito linear da concentracdo de NaOH e do tempo de germinacao sobre
as perdas da maltagem foi similar ao efeito sobre o FAN (Figura 14).

Figura 14 - Superficie de resposta e curva de contorno para as perdas do malte de sorgo em
funcao da concentracdo de NaOH e o tempo de germinagao

Perdas da maltagem (%)

_—""96.00

Concentragéo de NaOH (%) °2 —— vf," “75562  Tempo de germinag&o (h)

Perdas da maltagem (%)

X1: Tempo de agerminacéo (h)
X2: Concentragdo de NaOH (%)

Fonte: Arquivo pessoal
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As perdas decresceram com o incremento da concentragdo de NaOH e
aumentaram com o incremento do tempo de germinacédo. As menores perdas da
maltagem podem-se atingir com as maximas concentragbes de NaOH e nos
minimos tempos de germinagao. A relagao direta entre o tempo de germinacao e
as perdas da maltagem tem sido encontrada em outros trabalhos (NOUT; DAVIES,
1980; MORRALL; BOYD; TAYLOR, 1986b).

5.2.6 Validacao experimental

Como pode ser visto nos resultados anteriores, as condi¢gdes que maximizam
o poder diastatico, o extrato em agua quente e o nitrogénio amino livre sdo distintas
as que minimizam as perdas da maltagem. Assim, foi realizado um estudo de
otimizagdo para obter as 6timas condigdes da maltagem que maximizam as trés
primeiras respostas e minimizam as perdas. Usando o programa Design-Expert, as
condicbes 6timas obtidas foram 0,17% de NaOH, 39,81 h de imersao e 120,62 h
(aproximadamente 5 dias) de germinacdo. A confiabilidade do método foi
confirmada por experimentos adicionais realizados, usando as condi¢des étimas.
O malte obtido sob essa condigbes é mostrado na Figura 15.

Figura 15 — Maltagem do sorgo nas

condigOes 6timas

RN

Fonte: Arquivo pessoal



81

A Tabela 11 mostra os valores previstos e experimentais. Nado foram
observadas diferencas significativas entre eles (p > 0,05). Portanto, a execucgéao
preditiva do modelo estabelecido pode ser considerada aceitavel. As condicdes
otimizadas foram usadas para a maltagem de quatro cultivares de sorgo. Sob essas
condi¢des, 0 DPo HWE, o FAN e as MWL oscilaram entre 34,48+1,64 e 42,38+1,99
°L, 320+3,00 e 326,90+2,72 °L/kg, 142,70+2,82 e 148,63+1,23 mg/L, e 14,27+1,06
e 17,401+2,04%. (Tabela 12).

Tabela 11 - Valores preditos e experimentais das variaveis respostas na maltagem sob condi¢des
otimas

Condicoes Valores Valores
Parametro otimizadas experimentais previstos
DP (°L) X1=0,17% 40,45+0,83 38,60
HWE (°L/kg) X2=239,81h 324,37+1,98 327,88
FAN (mg/L) X3 =120,62 h 148,98+1,59 146,93
MWL (%) 15,83+0,61 15

DP: poder diastatico; HWE: extrato em agua quente; FAN: nitrogénio amino livre; MWL: perdas da
maltagem; X1: concentracdo de NaOH; X2: tempo de imerséo; Xs: tempo de germinacgéo.
Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 12 - Pardmetros de qualidade na maltagem de quatro cultivares de sorgo sob condi¢des
otimizadas

Parametros sob condi¢coes otimizadas

Cultivar
DP (°L) HWE (°L/kg) FAN (mg/L) MWL (%)
1G244 41,29+1,95 326,3312,52 142,70+2,82 15,93£1,92
1G100 42,38+1,99 320,00£3,00 143,97+2,94 16,6712,43
CMXSX3000 34,48+1,64 326,90+2,72 148,63+1,23 17,40£2,04
50470 36,20+1,60 324,4712,25 145,70+1,47 14,27+1,06
DPl: poder diastatico; HWE: extrato em agua quente; FAN: nitrogénio amino livre; MWL: perdas da
maltagem.

Fonte: Arquivo pessoal

Esses valores sao préximos aos previstos pelo modelo e nao diferem muito
entre si (p > 0,05). As condicbes 6étimas, validadas experimentalmente neste
trabalho, estdo préximas daquelas reportadas na literatura. Por exemplo, foi
encontrado que as cultivares de sorgo ISCV e SS 20, imersos por 44 h e
germinados por 120 h a 30 °C, atingiram valores de 315 e 327 °L/kg,
respectivamente, quando foi usado o método de decantacdo (AGU; PALMER,
1997b). Por outro lado, Lefyedi e Taylor (2006) recomendaram a imersdo em 0,2%
de NaOH para obter valores adequados de DP; além de ser um método controle
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para a contaminagao por bactérias e fungos durante a maltagem. No entanto, esses
autores usaram um tempo de imersdo menor de 24 h e um tempo de germinacao
de 144 h (6 dias) maior. Igualmente, com 0,2% de NaOH e entre 96 e 144 h de
germinacao Bekele et al. (2012) alcangaram os melhores valores de DP, HWE, FAN
e MWL. No entanto, usaram 24 h de imersao. Assim, as condicbes de maltagem
foram obtidas e validadas, e poderiam ser usadas como as condi¢des padrbes para

maltagem do sorgo no processo de producao de cerveja.
5.3 Otimizacao da etapa de mosturacao do malte do cultivar 1G244
5.3.1 Selecao do pH e temperatura das proteases

Como visto anteriormente, os valores de qualidade do malte das quatro
cultivares de sorgo, sob as condicoes otimizadas, estdo proximos dos valores
previstos pelo modelo. Assim, devido a sua disponibilidade foi escolhido a cultivar
1G244 para as etapas posteriores do presente estudo. Segundo Briggs (1998), um
adequado extrato em agua quente € uma indicacao do progresso da modificacéo
(quebra das reservas do endosperma, predominantemente pela atividade de
amilase e protease) do malte durante a germinacao. Assim, essas enzimas podem
ser ativadas na etapa de mosturacao. Por outro lado, tem sido notado que o pH e
a temperatura 6timos para as proteases e carboxipeptidases do sorgo coincidiram
com condi¢cdes Optimas de mosturacao para a producédo do nitrogénio amino livre,
quando se produz cerveja a partir do malte de sorgo (TAYLOR; BOYD, 1986).

Visando atingir os melhores parametros de qualidade, em termos de HWE e
FAN, preliminarmente, foram avaliados o pH e a temperatura das enzimas
proteoliticas, na mosturagdo. Com a ajuda do programa IBM SPSS Statistics 20, foi
realizada a anadlise estatistica. Os resultados mostraram que o pH e a temperatura
das proteases tiveram um efeito significativo sobre ambas as respostas (p < 0,05).
A Figura 16 mostra que os parametros de qualidade incrementaram com o aumento
do pH até 5,5; para um valor mais elevado houve uma supressao tanto no HWE
como no FAN, sugerindo que valores de pH diferentes ao propriamente citado nao
sdo capazes de ativar, adequadamente, todas as enzimas presentes no malte de
sorgo do cultivar 1G244.
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Figura 16 - Efeito do pH na mosturagéo sobre o extrato em agua quente (a) e nitrogénio amino livre
(b), fixando as temperaturas de proteases (45 °C), B-amilase (55 °C) e a-amilase (70 °C). As barras
verticais representam o desvio padréo (n = 2).
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Fonte: Arquivo pessoal

Evan e Taylor (1990a) tém reportado que a atividade protease e
carboxipeptidase, no malte de sorgo, tem um pH 6timo entre 4,25 e 4,50, e entre
4,00 e 5,25. J& Owuama (1997) destacou que a mosturagéo a pH 4,0, o qual é
préximo ao pH 6timo da a-glicosidase ou maltase, produz mosto com uma relativa
superior propor¢cdo de glicose do que a mosturacdo a pH entre 5,0 e 5,5. No
entanto, Ogbonna (2009) reportou que o 6timo pH para as enzimas e a e -amilase
encontra-se entre 5,0 e 6,0. Outros autores reportaram como 6timo um pH entre
5,0 e 5,5 para ambas amilases no sorgo (EL-NOUR; YAGOUB, 2010). Assim, os
argumentos anteriores justificam os resultados obtidos com o pH de 5,5, no
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presente estudo, decorrente do pH apropriado para ativar todas as enzimas do
malte, na etapa de mosturacgao.

Apos otimizar o pH, o passo seguinte foi selecionar a temperatura adequada
para a atividade proteolitica. A analise estatistica mostrou que essa temperatura
teve um efeito significativo sobre o HWE e sobre o FAN (p < 0,05). Como no estudo
do pH, as variaveis respostas estudadas incrementaram com o aumento da variavel
independente, porém até 45 °C. Posteriormente, o seja, a 50 °C decresceram
gradualmente (Figura 17). A temperatura 6tima de 45 °C para as proteases foi

similar a reportada por outros autores.

Figura 17 - Efeito da temperatura de atividade proteolitica sobre o extrato em agua quente (a) e
nitrogénio amino livre (b), fixando o pH (5,5), as temperaturas de B-amilase (55 °C) e a-amilase (70
°C). As barras verticais representam o desvio padrédo (n = 2).
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Por exemplo, é sabido que a temperatura 6tima para proteases e peptidases
(carboxipeptidades) (EVANS; TAYLOR, 1990a; EVANS; TAYLOR, 1990b)
encontra-se entre 45 e 50 °C. Igualmente, tem sido recomendado a temperatura
de 45 °C para iniciar a mosturacao do malte de sorgo (PALMER; ETOKAKPAN;
IGYOR, 1989).

No entanto, tem sido relatado que a mosturacdo foi iniciada com a
temperatura de 30 °C para a atividade das enzimas proteoliticas (AGU; PALMER,
2013). Assim, foi selecionada como 6tima a temperatura de 45 °C.

5.3.2 Selecao dos niveis dos fatores do DCCR

As amilases sdo enzimas sacarificantes importantes durante a mosturacao
(OWUAMA, 1997). Tanto as proteases quanto as amilases sao reguladas pelo pH,
temperatura e concentragdo do mosto (HOUGH; BRIGGS; STEVENS, 1971;
OWUAMA, 1997).

Como a B-amilase € mais labil do que a-amilase (NORRIS; LEWIS, 1965),
buscou-se uma temperatura adequada, além da temperatura de sacarificacao (63
— 65 °C), usada comumente na etapa de mosturacdo (PALMER, 1989; IGYOR,;
OGBONNA; PALMER, 2001), para iniciar a atividade a B-amilase antes da rampa
assinalada. Deste modo, a metodologia de superficie de resposta foi baseada nas
temperaturas das atividades das a e 3-amilases.

5.3.2.1 Temperatura da atividade B-amilase

O estudo da MSR foi iniciado analisando um adequado intervalo de
temperatura para a atividade (-amilase. Foram estudadas trés diferentes
temperaturas (48, 52 e 56 °C), mantendo constantes a temperatura da atividade da
a-amilase (70 °C), e o pH (5,5) e a temperatura das proteases (45 °C), otimizados
previamente.

Um efeito significativo (p < 0,05) da temperatura de atividade da p-amilase
sobre 0 HWE e o FAN foi observado pela andlise estatistica. A temperatura de 52
°C forneceu os maiores valores de HWE (339,95 °L/kg) e FAN (161,70 mg/L)
(Figura 18).

Além extrair os acucares fermentaveis do mosto, essa temperatura é ideal

para a protedlise. Por exemplo, Evans e Taylor (1990b) perceberam que 52 °C é
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o0tima para a producdo de FAN na mosturacdo do malte de sorgo.
Consequentemente, foi selecionado 50, 52 e 54 °C como o nivel baixo, médio e

alto, respectivamente.

Figura 18 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito da temperatura de atividade da
B-amilase sobre extrato em agua quente (a) e nitrogénio amino livre (b). As barras verticais
representam o desvio padréo (n = 2).
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Fonte: Arquivo pessoal
5.3.2.2 Temperatura da atividade a-amilase

A selecao de um intervalo apropriado para a temperatura de atividade da a-
amilase foi a proxima fase de estudo. As trés diferentes temperaturas estudadas
foram 66, 70 e 74 °C. Tanto a temperatura de atividade da p-amilase (55 °C) quanto
o pH (5,5 e a temperatura de atividade proteolitica (45 °C), otimizados
anteriormente, foram mantidos constantes. A analise estatistica revelou um efeito

significativo (p < 0,05) da temperatura de atividade da a-amilase sobre as duas
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variaveis respostas. Os maiores valores de HWE (342,10 °L/kg) e de FAN (166,15

mg/L) foram atingidos na temperatura de 70 °C. (Figura 19). Assim, foi selecionado

68, 70 e 72 °C como o nivel baixo, médio e alto, respectivamente, para a otimizagao.

Figura 19 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito da temperatura de atividade da

a-amilase sobre extrato em 4gua quente (a) e nitrogénio amino livre (b). As barras verticais

representam o desvio padrédo (n = 2).
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5.3.3 Metodologia de superficie de resposta

A Tabela 13 mostra que o extrato em agua quente oscilou entre 289,00 e
357,56 °L/kg e o nitrogénio amino livre 128,12 e 175,31 mg/L durante a etapa de

mosturagao.

O valor mais alto do extrato em agua quente foi obtido nas condigdes
experimentais dos pontos axiais (X1 = 52,00 e X2 = 72,83), experimento n°. 8; no

74
Temperatura alfa-amilase, (°C)

entanto o maior livre foi obtido em um dos pontos centrais (X1 = 52,00 e X2 = 70,00),

experimento n°. 11.
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Tabela 13 - Matriz (valores reais) do delineamento composto central rotacional e respostas
observadas na etapa de mosturagéo.

Temperatura Temperatura
No. 2 RO?® B -amilase a-amilase (!;I_'//KE) (rI;A;:I_)

(oC) (oC) g g
1 4 50 68 310,00 129,42
2 10 54 68 289,00 140,10
3 9 50 72 358,00 160,50
4 8 54 72 337,00 149,20
5 5 49,17 70 339,00 146,45
6 12 54,83 70 300,15 132,00
7 1 52 67,17 295,36 128,12
8 11 52 72,83 357,56 165,23
9 7 52 70 350,24 171,20
10 2 52 70 352,00 170,00
11 6 52 70 349,00 175,31
12 3 52 70 350,00 171,52
13 13 52 70 348,53 174,37

aQrdem padrdo; > Ordem de execucdo aleatério. HWE: extrato em agua quente; FAN: nitrogénio
amino livre
Fonte: Arquivo pessoal

5.3.4 Composicao dos modelos

A seguir mostra-se as Equacdes 12 e 13 polinomiais de segunda ordem para
o extrato em agua quente e o nitrogénio amino livre, respectivamente. As equacdes
foram geradas a partir da andlise de regressdo multipla, em termos de valores
codificados. A ANOVA ¢ apresentada na Tabela 14. A significancia de cada
coeficiente foi determinada usando F-test e p-valor. A significancia dos modelos e
das variaveis foi avaliada segundo 0 F caiculado € 0 p-valor. Como na otimiza¢do da
maltagem, mostra-se a falta de ajuste, o coeficiente de determinacao e o coeficiente
de variacao, como uma medida da qualidade dos modelos ajustados. Observa-se
que o CV (0,69) do modelo do HWE foi menor com 10%. Igualmente, O alto Fcaiculado
do modelo (291,78) e uma baixa probabilidade p-valor (<0,0001) indica a alta
significancia do modelo. Os termos lineares (X1, Xz2) e quadraticos (X12, X22) tiveram
efeitos significativos (p < 0,05) sob o extrato em agua quente. No entanto, a
interacdo (X1X2) ndo teve efeito significativo sobre a resposta. O R? (0,9952) do
modelo predito foi alto. Além disso, o p-valor (p = 0,0675) indica que a falta de ajuste
nao foi significativa, indicando que esses valores sdo um bom ajuste para o modelo
matematico da Eq. (12). O CV (2,38%) do modelo do FAN foi adequado. O modelo
também foi altamente significativo (p <0,0001), com um F caiculado de 56,23. Como
no HWE, os termos quadraticos (X12, X2?) tiveram efeitos significativos (p < 0,05)

sobre o nitrogénio amino livre. Diferentemente, sé foi significativo um termo linear
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(X1), e a interacdo (X1X2) teve efeito significativo sobre a resposta. O R? (0,9757) e

o p-valor (0,0789) da falta de ajuste do modelo predito também foram adequados.

Y, = 349,95 — 12,12X, + 23,00X, — 15,07 X2 — 11,63 X2 (12)

Y, = 172,48 — 2,63X, + 11,58X, — 5,49X, X, — 16,16 X? — 12,44 X2 (13)

Tabela 14 - Andlise de variancia para o modelo quadratico de superficie de resposta na
mosturagao

Fonte de SQ GL QM F calculado p-valor
variacao
HWE (°L/Kg)
Modelo 7645,20 5 1529,04 291,78 < 0,0001
X4 1174,72 1 1174,72 224,17 < 0,0001
X2 4230,35 1 4230,35 807,25 < 0,0001
X1 Xz 0,00 1 0,00 0,00 1,0000
X1? 1579,62 1 1579,62 301,43 < 0,0001
X2? 940,33 1 940,33 179,44 < 0,0001
Residuos 36,68 7 5,24
LF 29,48 3 9,83 5,45 0,0675
Erro puro 7,21 4 1,80
Total (corr.) 7681,89 12
R2 0,9952
R2A 0,9918
CV (%) 0,69
FAN (mg/L)
Modelo 3822,21 5 764,44 56,23 < 0,0001
X4 55,42 1 55,42 4,08 0,0833
X2 1073,27 1 1073,27 78,94 < 0,0001
X1 X 120,78 1 120,78 8,88 0,0205
X12 1817,51 1 1817,51 133,68 < 0,0001
X2? 1076,33 1 1076,33 79,17 < 0,0001
Residuos 95,17 7 13,60
LF 74,88 3 24,96 4,92 0,0789
Erro puro 20,29 4 5,07
Total (corr.) 3917,38 12
R2 0,9757
R2A 0,9584
CV (%) 2,38

SQ: suma de quadrados; GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios, LK: falta de ajuste; CV:
coeficiente de variagdo.X1: temperatura de atividade da B-amilase; Xz: temperatura de atividade da
a-amilase.

Fonte: Arquivo pessoal

5.3.5 Analise das superficies de respostas
5.3.5.1 Extrato em agua quente

A Figura 20 apresenta a superficie de resposta e curva de contorno do efeito
das duas variaveis independentes sobre o0 extrato em agua quente. A temperatura
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de atividade da p-amilase teve um efeito quadratico; no entanto o efeito quadratico
da temperatura de atividade da a-amilase foi menos acentuado sobre a resposta.
O HWE (~360 °L/kg) foi superior em temperaturas de atividade da -amilase e da
a-amilase entre 51 e 53 °C, e entre 70 e 72 °C, respectivamente.

Figura 20 - Superficie de resposta e curva de contorno para o extrato em agua quente em fungao
da temperatura alfa-amilase e o temperatura beta-amilase
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Fonte: Arquivo pessoal

Como pode ser visto, a regido étima encontra-se préxima aos pontos centrais
de ambas as temperaturas de atividade. Estes resultados estdo em
correspondéncia com o reportado na literatura. Por exemplo, Etokpan (1992)
reportaram que a mosturacdo por decantagdo em quatro cultivares de sorgo,
produziu valores de HWE (311 — 352 °L/kg) superiores do que a mosturagao por
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infusdo na cevada, na qual o HWE foi de 301 °L/kg. No entanto, a decantacéo foi
diferente a do presente estudo. As enzimas proteoliticas mostraram atividades em
temperatura ambiente (x30 °C) e, quando gelatinizado o amido, as enzimas
amiloliticas foram ativas em 55 °C. A mosturacéo realizada por Agu e Palmer (2013)
foi similar, no entanto ativaram as enzimas amiloliticas em 65 °C. Igualmente o
HWE do mosto de sorgo, assinalado anteriormente, foi superior quando comparado
com o HWE do mosto da cevada. No estudo de Etokpan (1992), é valido ressaltar
que, no mosto de sorgo, a atividade da a-amilase foi maior do que da B-amilase
quando comparado com o mosto de cevada. Assim, a concentracao de maltose e
maltotriose foi de 15 e de 14 — 16 mg/mL, no mosto de sorgo, e de 50 e 11 mg/mL,
no mosto de cevada, respectivamente.

Segundo Egwim e Oloyede (2006), a temperatura e pH 6timos para ativar a
a-amilase do sorgo séao 70 °C e 5,8, respectivamente. Isto indica que temperaturas
préximas favorecem a atividade das enzimas amiloliticas e, consequentemente, a
producdo de extrato, como demonstrado no presente estudo. Na producédo de
cerveja a partir de cevada, o pH do mosto geralmente estd em uma faixa entre 5,4
e 5,7 (FOX et al., 2014). Este estudo demonstra que o pH étimo do mosto de sorgo
pode estar proximo ao pH étimo do mosto de cevada. Assim, o alto valor de HWE
atingido aqui pode ser decorrente da otimizacao prévia do pH (5,5) do mosto nos

estudos preliminares.
5.3.5.2 Nitrogénio amino livre

O efeito das duas variaveis independentes sobre o nitrogénio amino livre
pode ser visto a partir da superficie de resposta e curva de contorno (Figura 21).
Ambas as variaveis independentes manifestaram um efeito quadratico sobre o
FAN. Temperaturas de atividade da 3-amilase e da a-amilase entre 51 e 53 °C, e
entre 70 e 72 °C, respectivamente, levaram a os maximos valores de FAN (~175
mg/L), como do extrato em agua quente. Como no HWE, a regiao 6tima encontra-
se proxima aos pontos centrais de as temperaturas de atividade da B-amilase e da
a-amilase. O similar comportamento no HWE e no FAN pode ser devido a que,
préximo a 50 °C, podem-se ativar, juntamente as enzimas proteoliticas e a B-
amilase, resultando na producdo de amino acidos livres e de acgucares
fermentaveis. Uma temperatura de atividade de proteases comerciais de 55 °C foi
usada por Odibo et al. (2002), e o mosto das cultivares de sorgo SK 5912 e Fara
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fara atingiram valores de agucares redutores totais e de FAN de 120 pg/mL e 144
mg/L e de 124 ug/mL e 138 mg/L, respectivamente.

Figura 21 - Superficie de resposta e curva de contorno para o nitrogénio amino livre em fungéo da
temperatura alfa-amilase e o temperatura beta-amilase
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Fonte: Arquivo pessoal

A mosturacgao realizada por Etokakpan (1992) forneceu extratos superiores
no mosto de sorgo do que no mosto da cevada e proporcionou também maiores
valores de FAN (141 — 160 mg/L), no mosto de sorgo, do que no FAN (135 mg/L),
no mosto de cevada. A otimizacdo da mosturagdo no presente estudo atingiu

melhores resultados, conseguindo um valor de FAN superior. O nitrogénio amino
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livre € um importante paradmetro de qualidade do mosto e das cervejas. Geralmente,
para um mosto de malte de cevada de 12 °P, o conteudo de FAN nao deve ser
inferior a 150 mg/L para uma adequada fermentacao, ja que uma quantidade baixa
de FAN promove a superproducdo de fermentacdo por produtos como alcoois
superiores (KUNZE, 2004).

5.3.6 Validacao experimental

Nota-se que similares condi¢cdes experimentais maximizam tanto o HWE
quanto o FAN, na etapa de mosturagdo. No entanto, foi realizado um estudo de
otimizacdo numérica, como no processo de maltagem, para obter as condicoes
6timas que maximizam as duas respostas. De acordo com o programa Design-
Expert, para obter o maximo HWE (359,25 °L/kg) e o maximo FAN (175,56 mg/L),
as condicbes 6Otimas para as atividades das enzimas B-amilase e a-amilase sédo
51,72 e 70,89 °C, respectivamente. Para confirmar a confiabilidade do método,
usaram-se as condi¢cdes o6timas, oferecidas pelo programa, em experimentos
adicionais. Nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os
valores previstos e experimentais (Tabela 18). Assim, o0 modelo estabelecido pode

se considerar aceitavel.

Tabela 15 - Valores preditos e experimentais das variaveis respostas na mosturacéo sob
condicbes 6timas

Condicoes Valores Valores
Parametro otimas experimentais previstos
Extrato em agua quente 357,00+2,83 359,44
(°L/kg) X1=51,72°C
Nitrogénio amino livre X2=70,89 °C 171,65+£2,33 175,44

(mg/L)
Xi: temperatura de atividade da B-amilase; Xa: temperatura de atividade da a-amilase.
Fonte: Arquivo pessoal.

Conforme Owuama e Okafor (1987), a mosturacdo consiste em (a)
dissolucao das substancias soluveis em agua, (b) atividade enzimatica seguida pela
solucdo de uma série de substancias importantes para o tipo e caracteristica da
cerveja e (c) separacao das substancias dissolvidas. Mediante a otimizagao dessa
etapa, os adequados resultados do HWE e FAN, sob condi¢des étimas, mostram
que foram atingidos esses objetivos. As condicdes 6étimas, validadas
experimentalmente, obtidas neste trabalho, estdo em correspondéncia com a

literatura para mosturagcdo do malte de sorgo. Por exemplo, EI-Nour e Yagoub
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(2010) reportaram para B-amilase e a a-amilase temperaturas 6timas de 50 e 70
°C. Além disso, uma parte do FAN é produzido durante a mosturagao a 51 °C
(TAYLOR; BOYD, 1986). Tem sido reportado temperaturas étimas para 3-amilase
(60 — 65 °C) e para a a-amilase (72 — 75 °C) (OGBONNA, 2009).

Nota-se que a faixa de temperatura para a -amilase esta mais afastada do
que a temperatura obtida nas condi¢des 6timas; mas, no presente trabalho, usou-
se a temperatura de 65 °C, utilizada tanto na mosturacao por infusdo quanto por
decantacdo, como a temperatura intermédia entre ambas as enzimas. Usando o
método de decantacdo, Nso et al. (2003) reportaram que o cultivar S.35 produziu
um HWE de 334,0 °L/kg e um FAN de 133 mg/L. Os autores apenas usaram uma
rampa de 45 °C por 1 h, antes de gelatinizagdo do amido, e 60 °C por 1 h para a
sacarificacdo. No presente estudo os valores de HWE (354,0 °L/kg) e de FAN
(171,65 mg/L) alcangcados foram superiores, devido a otimizacao das temperaturas

de ambas as enzimas assinaladas.
5.4 Otimizacao da etapa de fermentacao do mosto do cultivar 1G244
5.4.1 Selecao do pH de fermentacao e do tempo de maturacao

Foram realizados estudos preliminares para determinar o melhor pH de
fermentacdo e o melhor tempo de maduracao exigidos para atingir os maximos
parametros de qualidade da etapa. A anadlise estatistica foi realizada usando o
programa IBM SPSS Statistics 20. Os resultados mostraram que o pH de
fermentacdo teve um efeito significativo sobre a cor e o pH das bebidas
fermentadas (p < 0,05). Nota-se, a partir da Figura 22, que a cor incrementou com
o incremento do pH de fermentacao até 4,4, decrescendo gradualmente com o
incremento da variavel independente.

Por outro lado, o pH das bebidas mostrou um ligeiro aumento com o aumento
do pH da fermentacao desde 4,0 até 4,2, comecando a decrescer até o pH de 4,6,
com pouco aumento até pH 4,8. A reducdo no pH ao longo do processo
fermentativo é decorrente da producao de acidos organicos, como acido latico,
acetico e succinico (BRIGGS et al., 2004b). Carvalho e Zambiazi 2011 (2011)
reportaram para cervejas pilsen um pH de 4,32. Neste estudo, foi selecionado como

6timo, o pH de 4,4 para conduzir a fermentacao pelas leveduras.
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Figura 22 - Efeito do pH de fermentacao sobre a cor (a) e pH das bebidas fermentadas (b), usando
(1 n22 g)e 9 °C nafermentagéo e 168 h de maturacgao. As barras verticais representam o desvio padrao
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Fonte: Arquivo pessoal

A seguinte etapa foi a selegdo de um tempo adequado de maturagao. Em
seu conceito classico, a fermentacdo e a maturacdo sado consideradas etapas
separadas na producdo de cerveja. No entanto, ela também é considerada como
uma fermentacao secundaria, a qual inclui todas as transformagdes entre o fim da
fermentacao primaria e a filtracdo final da cerveja (MASSCHELEIN, 1986). Os
resultados mostraram que a cor da bebida incrementou com o aumento do tempo
de maturacdo desde 144 até 240 h. J& o pH das bebidas decresceu com o

acréscimo da variavel independente (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do tempo de maturacao sobre a cor (a) e pH das bebidas fermentadas (b), usando
pH 4,4, 120 h e 9 °C na fermentacao. As barras verticais representam o desvio padrdo (n = 2).
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Fonte: Arquivo pessoal

A andlise estatistica revelou que o tempo de maturacdo teve um efeito
significativo sobre os parametros de qualidade estudados (p < 0,05). Apesar de o
pH das bebidas fermentadas foi maior (4,45) com 144 h de maturagéo, a maior cor
(9,75 unidades EBC) obtida foi com 240 h (10 dias) de maturacdo. Portanto, o
tempo selecionado para maturar as bebidas foi de 240 h.

Embora, usando leveduras de alta fermentacao, cervejas obtidas, a partir de
malte de teff tem sido maturadas por 10 dias, atingindo valores similares de cor (9,8
unidades EBC) e de pH (4,23), valores proximos aos do presente estudo
(DIGHIONNO et al., 2017). Um tempo de maturacao maior (30 dias) foi usado para
uma cerveja lager (POPESCU et al., 2013); a cor (11 — 17 unidades EBC) foi maior
do que no presente estudo, no entanto o pH (4,1 — 4,3) foi préximo. Apesar de terem
sido avaliadas, na producao de cerveja lager, respostas diferentes da cor e do pH
das bebidas, o tempo de fermentacéo, 288 h (12 dias) nao foi muito afastado do
melhor tempo de fermentacao obtido no presente estudo (LIN et al., 2014).
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5.4.2 Selecao dos niveis dos fatores do DCCR

O tempo e a temperatura de fermentacdo sado parametros chave no
desenvolvimento da etapa (DAS et al., 2015). Assim, essas duas variaveis
independentes foram selecionadas para o delineamento na MSR.

5.4.2.1 Tempo de fermentacao

A primeira etapa consistiu em selecionar um adequado intervalo para tempo
de fermentacao. Os experimentos foram realizados com diferentes tempos (72, 144
e 216 h). Foram mantidos constantes a temperatura de fermentacao (9 °C), e pH
(4,4) e o tempo de maturacdo (240 h), otimizados nos estudos preliminares. A
Figura 24 mostra que a maior cor (9,9 unidades EBC) e o maior pH (4,4) foram
obtidos as 72 h de fermentacao.

Figura 24 - Experimentos com um unico fator mostrando o efeito do tempo de fermentagéo sobre
a cor (a) e o pH das bebidas fermentadas (b). As barras verticais representam o desvio padréo (n
=2).
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No entanto, apesar de atingir a maior cor € o0 maior pH com 72 h, os valores
sucessivos desses parametros podem ser considerados aceitaveis. Por exemplo,
Lyumugabe et al. (2012) utilizaram um pH entre 3,3 e 4,0 em cervejas de sorgo.
Assim, tendo em consideragao os argumentos anteriores, foi selecionado 72, 120
e 168 h como o nivel baixo, médio e alto, respectivamente, para a otimizagdao do
tempo de fermentacao.

5.4.2.2 Temperatura de fermentacao

A escolha de um intervalo adequado para a temperatura de fermentacéao foi
segunda etapa, na selecao dos niveis dos parametros da fermentacao na MSR. As
trés diferentes temperaturas estudadas foram 6; 12 e 18 h (Figura 25).

Figura 25 - Experimentos com um Unico fator mostrando o efeito da temperatura de fermentagao
sobre a cor (a) e 0 pH das bebidas fermentadas (b). As barras verticais representam o desvio
padrdo (n = 2).
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O tempo de fermentacgéao (120 h) foi mantido constante, igualmente o pH (4,4)
e o tempo de maturacdo (240 h), otimizados previamente. A andlise estatistica
revelou um efeito significativo (p < 0,05) da temperatura de fermentacdo sobre a
cor e o pH das bebidas. A cor aumentou desde 5,45 até 8,65 unidades EBC, entre
6 e 12 °C; apds dessa temperatura, decresceu.

Nessa mesma faixa de temperatura, o pH das bebidas fermentadas
decresceu desde 3,95 até 3,55, e logo aumentou. Os maiores valores de cor (8,65
unidades EBC) e de pH (4,10) foram obtidos com 12 e 18 °C, respectivamente.
Portanto, foi selecionado 9, 12 e 15 °C como o nivel baixo, médio e alto,
respectivamente, para a otimizacao da temperatura de fermentacao.

5.4.3 Metodologia de superficie de resposta

Apresenta-se as condicoes experimentais e as respostas observadas na
fermentacao (Tabela 16). Observa-se que o teor alcodlico, o Yp/s, Qp, o RDF, a
cor, o pH e o FAN oscilaram entre 2,00 e 2,74 %, v/v, 0,33 e 0,48 g/g, 0,10 e 0,30
g/L.h, 66,66 e 79,20%, 6,18 € 9,78 unidades EBC, 3,2 e 3,9, e 18,40 e 42,10 mg/L,
respectivamente. Foram obtidos, sob condi¢cées experimentais de X1 = 168 h e Xz
= 15 °C (experimento n° 4), os mais altos valores de etanol (2,74 %, v/v) e Yp/s
(0,48 g/g), enquanto a maior a produtividade volumétrica (0,30 g/L.h) e a cor (9,78
unidades EBC) foram atingidas com X1 = 52,12 h e X2 = 12 °C (experimento n° 5).
O pH (8,9) foi superior tanto com X1 = 168 h e X2 = 9 °C (experimento n° 2) quanto
com Xi = 120 e X2 = 7,76 °C (experimento n° 7). Ja os menores valores do grau
real de fermentacdo (66,66%) e de FAN (18,40 mg/L) foram obtidos sob
condiciones experimentais de X1 = 168 h e X2 = 15 °C (experimento n° 4).

5.4.4 Composicao dos modelos

As seguintes equacOes polinomiais de segunda ordem, com variaveis
codificadas, para o etanol (Eq. (14)), fator de conversao de substrato em produto
(Eq. (15)), produtividade volumétrica (Eq. (16)), grau real de fermentacao (Eq. (17)),
cor (Eqg. (18)), pH (Eq. (19)) e nitrogénio amino livre (Eq. (20)) foram geradas a partir
da analise de regressao multipla, considerando os dados experimentais.

Y, = 2,41 + 0,18X; + 0,097X, — 0,058 X2 + 0,10 X2 (14)
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Y, = 0,36 4+ 0,031X; + 0,029X, + 0,032 X2 (15)
Y; = 0,14 — 0,068X, + 8,536E — 003X, + 0,033 X2 + 0,018 X2 (16)
Y, = 77,47 + 0,18X, — 0,61X, — 2,06X, X, — 4,40 X? — 3,96 X2 (17)
Ys = 9,44 — 1,28X, + 0,12X, — 0,75 X? — 0,69 X2 (18)
Y, = 3,34 4+ 0,000X; — 0,15X, + 0,22 X2 + 0,17 X2 (19)
Y, = 23,97 — 6,02 — 4,84X, + 4,39 X? + 2,20 X2 (20)

A ANOVA foi realizada para testar se as equacgdes anteriores irdo descrever
a variabilidade nas variaveis respostas. Os resultados do ajuste dos modelos
quadraticos aos dados sdao mostrados na Tabela 15. A significAncia de cada
coeficiente foi determinada usando F-test e p-valor.

A Tabela 17 apresenta a significancia dos modelos e das variaveis, segundo
0 F calculado € 0 p-valor. Além disso, como uma medida da qualidade dos modelos
ajustados, também mostra a falta de ajuste, o coeficiente de determinacao e o
coeficiente de variacdo. Desta forma, pode-se verificar a adequacdo dos modelos
e a reprodutibilidade dos mesmos.

A ANOVA mostra que o CV dos modelos da fermentacao foi menor que 10%,
como esperado. O Fcaculado do modelo de 67,91 com uma baixa probabilidade p-
valor (<0,0001) para o etanol indica a alta significancia do modelo. Existe
possibilidade de 0,01% de que um valor Fcalculado td0 grande do modelo pudesse
ocorrer devido ao ruido. Os termos lineares (X1, X2) e quadraticos (X12, X2?2) tiveram
efeitos significativos (p < 0,05) sobre o teor alcodlico. Ja a interagao (X1X2) nao teve
efeito significativo sobre a resposta. O R? (0,9798) do modelo predito foi alto. Por
outro lado, o p-valor (p = 0,1412) da falta de ajuste foi ndo significativa indicando
que esses valores sdo um bom ajuste para o modelo matematico da Eq. (14).



Tabela 16 - Matriz (valores reais) do delineamento composto central rotacional e respostas observadas na etapa de fermentacao

No. 2 RO b X1 Xz Y1 Yz Y3 Y4 Y5 Ys Y7

(h) (°C) (%, vv) _ (g/g) _(gl.h) (%) (u.EBO) (mg/L)
1 3 72 9 2,18 0,33 0,24 69,24 8,90 3,80 42,10
2 11 168 9 2,57 0,39 0,12 73,09 6,35 3,90 27,20
3 13 72 15 2,43 0,39 0,27 71,06 9,65 3,60 32,00
4 6 168 15 2,74 0,48 0,13 66,66 7,03 3,50 18,40
5 12 52,12 12 2,00 0,33 0,30 67,09 9,78 3,80 40,35
6 2 187,88 12 2,54 0,40 0,10 68,47 6,18 3,80 26,43
7 4 120 7,76 2,46 0,39 0,16 68,75 8,25 3,90 36,00
8 5 120 16,24 2,71 0,45 0,18 68,57 7,93 3,50 22,00
9 7 120 12 2,42 0,35 0,15 76,50 9,60 3,30 24,00
10 9 120 12 2,45 0,34 0,11 79,20 9,50 3,40 25,04
11 10 120 12 2,38 0,36 0,16 78,77 9,56 3,20 23,00
12 8 120 12 2,41 0,39 0,14 76,70 9,42 3,30 25,50
13 1 120 12 2,40 0,35 0,12 76,20 9,14 3,50 22,30

aQrdem padrao; b Ordem de execucgdo aleatério. Xi: tempo; Xz: temperatura; Y1: etanol; Yz: fator de conversédo de substrato em produto; Ys: produtividade
volumétrica, Ya: grau real de fermentacgao; Ys: cor; Ye: pH; Y7: nitrogénio amino livre.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Um valor de 12,97 para 0 Fcaculado € um p-valor de 0,0020 indicam a
significancia do modelo do fator de conversdo de substrato em produto. Como no
etanol, a interagdo (X1Xz2) ndo teve efeito significativo sobre o Yp/s, e todos os
termos lineares (X1, X2) foram estatisticamente significativos (p < 0,05); no entanto,
diversamente ao teor alcodlico, s6 foi significativo um termo quadratico (X2?). Isto
sugere um bom ajuste ao modelo matematico da Eg. (15), o R? (0,9026) do modelo
predito, superior a 0,75, e o p-valor da falta de ajuste (0,5484). O modelo da
produtividade volumétrica foi altamente significativo (p <0,0001), com um F caiculado
de 35,20. Como no caso do teor alcodlico e no fator de converséo de substrato em
produto, a interacao (X1X2) ndo teve efeito significativo. Mas, os termos quadraticos
(X412, X22) se tiveram efeitos significativos (p < 0,05) sobre a Qp, como no etanol.
Diversamente as duas respostas anteriores, so foi significativo um termo linear (X1).
O R2 (0,9618) e o p-valor (0,9543) da falta de ajuste do modelo predito também
foram apropriados.

Em relacdo ao grau real de fermentacéo, o modelo foi significativo (p 0,0006),
com um F carculado de 18,96. Contrario ao etanol, ao Yp/s, e a Qp, a interacao (X1X2)
teve efeito significativo (p < 0,05) sobre a resposta. Do mesmo modo, como no
etanol e na produtividade volumétrica, os termos quadraticos (X12, X2?) tiveram
efeitos significativos sobre o RDF. Aqui, os termos lineares ndo foram significativos.
O alto R?2 de 0,9312 e o p-valor de 0,3161 da falta de ajuste indicam o bom ajuste
do modelo na Eq. (17). Para a cor, 0 Fcalculado d0 modelo foi de 47,16 com uma baixa
probabilidade, p-valor (<0,0001), indicando a alta significancia do mesmo. O termo
linear (X1) e os termos quadraticos (Xi2, X2?) tiveram efeitos significativos (p < 0,05)
sob a resposta; a interacao (X1Xz2) ndo teve efeito significativo. Foram adequados o
R? (0,9712) do modelo e o p-valor (p = 0,0908) da falta de ajuste. Igualmente, o
modelo do pH mostrou uma a alta significancia, com um Fcaiculado de15,82 e p-valor
de 0,0011. Nao tiveram efeito significativo sobre a resposta o termo (Xi) e a
interacéo (X1Xz2). O R2 de 0,9187 e o p-valor de 0,9361 da falta de ajuste indicam o
bom ajuste do modelo na Eq. (19). O modelo do FAN foi altamente significativo (p
<0,0001), com um alto F caiculado de 43,53. Os termos lineares (X1, Xz2) e quadraticos
(X412, X22) tiveram efeitos significativos (p < 0,05) sob o nitrogénio amino livre; no
entanto a interacdo (X1X2) nao foi significativa (p > 0,05). O R2 de 0,9688 e o p-valor
de 0,2073 da falta de ajuste do modelo predito também foram apropriados.



Tabela 17 - Andlise de variancia para os

modelos da fermentacao

SV DF Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7
(%, v/v) (9/9) (g/L.h) (%) (u. EBC) (mg/L)
F P F P F p F P F P F p F p

M 5 67,91 <0,0001* 12,97 0,0020* 35,20 <0,0001* 18,96 0,0006* 47,16 <0,0001* 15,82 0,0011* 43,53 <0,0001*
X 1 202,63 <0,0001* 22,74 0,0020* 139,20 <0,0001* 0,099 0,7627 157,97 <0,0001* 0,00 1,0000 100,10 <0,0001*
Xz 1 56,60 0,0001* 20,23 0,0028* 2,20 0,1814 1,18  0,3131 1,40 0,2758 20,81 0,0026* 64,59 <0,0001*
XiXe 1 1,21 0,3076 0,66 0,4432 0,38 0,5582 6,83 0,0347* 0,017  0,9003 1,22 0,3050 0,15 0,7139
X412 1 17,63  0,0040* 0,46 05192 29,06 0,0010* 54,12 0,0002* 46,55 0,0002* 40,31 0,0004* 46,34 0,0003*
X22 1 52,24  0,0002* 21,23 0,025* 8,76 0,0211* 43,81 0,0003* 39,80 0,0004* 23,91 0,0018* 11,60 0,0114*

R 7

LF 3 3,27 0,1412 0,82 05484 0,10 0,9543 1,63  0,3161 4,48 0,0908 0,13  0,9361 2,41 0,2073
Ep 4

TCc 12

R2 0,9798 0,9026 0,9618 0,9312 0,9712 0,9187 0,9688

R2A 0,9654 0,8330 0,9344 0,8821 0,9506 0,8607 0,9466

cV 1,49 4,85 9,70 2,18 3,37 2,53 6,07

*Indica fatores significativos (p < 0,05). Yi: etanol; Yz: fator de conversdo de substrato em produto; Ys: produtividade volumétrica, Y4: grau real de
fermentacao; Ys: cor; Ye: pH; Y7: nitrogénio amino livre. SV: fonte de variacdo; M: modelo; R: residuos; LK: falta de ajuste; EP: erro puro; TC: total corrigido;
R?2: coeficiente de determinagao; R?A: coeficiente de determinagao ajustado; CV: coeficiente de variagdo; DF: graus de liberdade; u. EBC: unidades EBC.

Fonte: Arquivo pessoal
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5.4.5 Analise das superficies de respostas

5.4.5.1 Etanol

A Figura 26 descreve a superficie de resposta e curva de contorno do efeito
do tempo e da temperatura de fermentagdo sobre o etanol. As duas variaveis

independentes demostraram efeito diferentes sobre o etanol.

Figura 26 - Superficie de resposta e curva de contorno para o etanol em fungéo do tempo e da
temperatura de fermentagao
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O tempo de fermentagdo demonstrou efeito linear sobre a resposta. Ja a
temperatura demonstrou efeito quadratico. A concentragdo do etanol aumentou
com o aumento do tempo, e foi maior nas temperaturas dos pontos axiais quando
comparada com a temperatura do ponto central. Como pode ser visto, a regiao
6tima encontra-se entre as 120 e 188 h, e entre 14,12 e 16,24 °C.

As cervejas lager geralmente contém aproximadamente 5% de alcool (DAS
et al., 2015). O baixo teor alcodlico foi apropriado considerando o extrato do mosto
(aproximadamente 6,62 °P). Estes resultados estdo em correspondéncia com as
cervejas de sorgo tradicionais Africanas. Segundo Lyumugabe (2012), geralmente,
essas cervejas contém um teor de alcool baixo (2 — 4,5% (v/v)). Por exemplo, a
cerveja lkigage contem aproximadamente, 2,2% (v/v), enquanto a Merissa tem 5%
(v/v). No entanto, a fermentacéo deste tipo de cerveja é realizada em temperaturas
ambiente (28 °C) por 96 e 40 h, respectivamente, devido ao tipo de fermento
usado. No entanto, tem-se reportado valores de alcool entre 2,72 e 3,24 % v/v em
bebidas fermentadas de sorgo (EBBAH et al., 2015).

Por outro lado, cervejas sem gluten, com teores alcodlicos um pouco
superiores, tem sido elaboradas. Por exemplo, cervejas de malte de teff e de malte
de arroz tem atingido teores de 4,68 e 5,08 (% v/v), fermentadas por leveduras de
alta fermentacéo a 20 e 22 °C, respectivamente, ambas por 144 h (DIGHIONNO et
al., 2017; CECCARONI et al., 2019). Ja teores de alcool entre 3,4 € 3,9% em
cervejas light Roménias, feitas com cevada, tem sido reportados (POPESCU et al.,
2013); a fermentacao foi conduzida a 10 °C por 15 dias.

5.4.5.2 Fator de conversao de substrato em produto

A Figura 27 mostra o efeito do tempo e da temperatura de fermentacéo sobre
o fator de conversao de substrato em produto. Como no etanol, o tempo de
fermentacao demonstrou efeito linear, e a temperatura efeito quadratico sobre a
resposta. O fator de conversao de substrato em produto aumentou com o aumento
do tempo, atingindo seu maximo valor entre as 120 e 188 h. J& a variavel resposta
foi superior nos pontos extremos da temperatura, por exemplo, a 7,76 °C e entre
14,12 e 16,24 °C.

Sobre uma base estequiométrica, 1 g de maltose ou 1 g de glicose devem

ser teoricamente convertidos em 0,54 ou 0,51 g de etanol, respectivamente.
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Contudo, na prética, esta proporcdo ndo é frequentemente alcangada,
principalmente devido a producao de biomassa e a sintese de compostos a base
de carbono, juntamente com diferentes subprodutos metabdlicos (PANCHAL,;
STEWART, 1980). Como o mosto de sorgo contém uma maior composi¢cdo em
glicose do que o mosto de cevada, pode ser assumido o rendimento teérico de

glicose (0,51 g/g).

Figura 27 - Superficie de resposta e curva de contorno para o fator de conversao de substrato em
produto em funcao do tempo e da temperatura de fermentacao
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O maximo fator de conversao de substrato em produto (0,45 — 0,48 g/g) que
pode ser obtido, por exemplo, com 188 h de fermentacdo, € superior quando
comparados com os valores (0,33 — 0,41 g/g) encontrados por Aizemberg (2015),
as 96 h de fermentacao, usando mosto (16 °P) do malte de cevada e adjuntos tais
como melado e caldo de cana.

Mesmo que, o objetivo de Lin et al. (2014), produzir uma cerveja com alto
teor alcodlico mediante fermentacdo descontinua alimentada com xarope de
glicose como adjunto, tenha sido contrario ao do presente estudo, o Yp/s aqui ndo
€ muito diferente do Yp/s (~0,51 g/g) obtido, antes da primeira alimentacdo com
uma concentracao do mosto de 12,5 °P, na pesquisa citada.

Os adequados valores de HWE e de FAN, decorrentes da otimizacado da
etapa de mosturacao, indicando a grande quantidade de compostos sollveis no
mosto devido a acao das a e B-amilases e das enzimas proteoliticas, pode ser a
causa do alto rendimento atingido no presente estudo, nas ultimas horas de
fermentacdo. Segundo Zhang et al. (2010), a alta viscosidade no mosto devido a
altas concentracdes de B-glucanos e maltose podem levar a baixos rendimentos de
acucares fermentaveis e, portanto, a fermentacdes ineficientes. Neste sentido, foi
reportado que a diminuicdo de nutrientes e aminoacidos na cultura podem alterar
as vias metabdlicas da glicose (DRAGONE; SILVA; SILVA, 2004).
Sequencialmente, um decréscimo no rendimento de etanol e superproducao de
subprodutos. Além disso, altos niveis de sub-produtos tal como o diacetil podem
ser outra razao para o baixo rendimento de etanol (LIN et al., 2014). Assim, é
assumido, no presente estudo, que as bebidas fermentadas nas condicdes 6timas
(entre 14,12 e 16,24 °C, e a partir das 120 h), para maximizar o Yp/s, poderiam ter
baixos niveis de diacetil.

5.4.5.3 Produtividade volumeétrica

O efeito do tempo e da temperatura de fermentacao sobre a produtividade
volumétrica pode ser observado a partir da Figura 28. As duas variaveis
independentes tiveram efeito quadratico sobre a resposta. A produtividade
volumétrica foi maior nas primeiras horas de fermentagao, entre 52,12 e 86,06 h.

Igualmente, atingiu seu maior valor nos pontos axiais da temperatura, 7,76 e 16,24
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7

°C. A fermentacdo continua € um processo muito conhecido e amplamente
estudado (PIRES et al., 2014b; PIRES et al., 2014c).

Figura 28 - Superficie de resposta e curva de contorno para a produtividade volumétrica em
funcao do tempo e da temperatura de fermentacao
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Na producdo de cerveja de cevada, o uso da tecnologia de células
imobilizadas, tem sido explorado em varios estudos devido a alta produtividade
volumétrica associada, economia do tempo e baixa demanda de capital (PIRES et
al., 2014c). Altas produtividades volumétricas, (1,73 g/L.h) (PIRES et al., 2014c)e
(1,54 g/L.h) (PIRES et al., 2014b), tém sido alcangadas, usando mosto (11 °P) do
malte de cevada, com a técnica propriamente dita. Diversamente, no presente
estudo, visando obter uma bebida fermentada com baixo teor alcodlico, a

produtividade volumétrica (~0,30 g/L.h) foi baixa quando comparada com as
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produtividades de processo continuos. Igualmente foi inferior as produtividades
(0,42 — 0,62 g/L.h) obtidas usando mosto (16 °P) do malte de cevada e adjuntos
tais como melado e caldo de cana com 96 h de fermentagdo continua
(AIZEMBERG, 2015).

5.4.5.4 Grau real de fermentacao

Como na produtividade volumétrica, o tempo e a temperatura de
fermentacao tiveram efeito quadratico sobre o grau real de fermentacdo ou
fermentabilidade. A atenuacgéao limite do mosto, quando otimizado o HWE e o FAN,
foi de 81%; muito préxima a atenuacdo limite (83,30%) reportada por Dufour e
Mélotte (1992). Uma atenuacao limite (76,20%) menor foi reportada quando foram
otimizadas as condigdes da maltagem do sorgo (tempo de imersdao e de
germinacao, e temperatura de secagem) (DJAMEH et al., 2015).

Segundo Brandam et al. (2003), na fabricacdo de cerveja, o grau real de
fermentacao € um importante indicador da consisténcia e rentabilidade do processo
de producao de cerveja, bem como a eficiéncia de fermentacdo do mosto. O RDF
descreve as proporcdes de carboidratos fermentaveis do mosto.

Além disso, o RDF pode-se utilizar também como um indicador do corpo da
cerveja. Quanto menor o RDF, mais encorpado é o sabor e o paladar; e quanto
maior é o RDF, mais leve e seca é a cerveja (PATINDOL; MENDEZ-MONTEALVO;
WANG, 2012). A fermentabilidade é usada para indicar o potencial de
fermentabilidade do malte (EVANS; HAMET, 2005).

Neste estudo, o RDF foi superior ao reportado por Ceccaroni et al. (2019)
(62,2%) para cerveja de arroz, e similar ao RDF (74,22%) reportado por Hu et al.
(2017) para cerveja de cevada. A Figura 29 mostra que, no estudo da otimizacao
da fermentacédo, a fermentabilidade esteve muito préxima a obtida sob condicdes
ideais, atingindo seu maior valor (~ 75%) entre 86,06 e 153,94 h, e entre 9,88 e
14,12 °C.

Segundo Hu et al. (2017), a concentracdo de osmolitos, uma medida
recentemente explorada sobre a qualidade do malte, é a osmolalidade (nimero de
particulas osmoticamente ativas de soluto presentes em um quilograma do
solvente) € a osmolalidade de todos os compostos em uma solucédo determinada

por um osmdmetro de pressdo de vapor. E um método rapido e eficaz para avaliar
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o RDF do mosto, o qual substitui ao método classico de determinacao de RDF.

Devido as numerosas enzimas envolvidas na degradacdo de compostos de

armazenamento do malte, a concentracao de osmolitos € um indicador da atividade
das enzimas amiloliticas.

Figura 29 - Superficie de resposta e curva de contorno para o grau real de fermentacéo em
funcao do tempo e da temperatura de fermentacao
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Os autores alegam que a concentragdo de osmolitos quantifica todas as

moléculas no mosto; enzimas mais termoestaveis produzem mais moléculas,
levando a maior fermentabilidade. Assim, a alta fermentabilidade obtida, no
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presente estudo de otimizacdo da fermentacdo, pode ser devida, embora nao
determinada, a alta concentracdo de osmdlitos como decorréncia da atividade
amilolitica atingida na otimizacdo da mosturacdo. Além disso, a alta
fermentabilidade atingida pode ser decorrente do adequado FAN do mosto,
causando o crescimento apropriado das leveduras e o rapido metabolismo de

acucares fermentaveis durante a fermentacao.
5.4.5.5 Cor

A Figura 30 exibe o efeito do tempo e da temperatura de fermentacao sobre
a cor. Como no grau real de fermentagao, as duas variaveis independentes tiveram
efeito quadratico sobre a cor. Observa-se que a cor foi mais pronunciada nas
primeiras horas de fermentacao, entre 52,12 e 86,06 h, e entre 9,88 e 14,12 °C,
aproximadamente.

A temperatura de fermentacao com leveduras de alta fermentacédo varia
entre 5 e 16 °C. Um aumento da temperatura, além de afetar a estabilidade da
espuma da cerveja, pode também diminuir a cor da mesma (SOLGAJOVA et al.,
2013); o qual justifica a diminuicao da cor, a partir de 14 °C. Segundo Steiner et al.
(2012), além do malte, os produtos da reacao de Maillard (reacdo quimica entre um
aminoacido ou proteina e um carboidrato redutor) dao uma maior formacgao de cor.

Neste estudo, embora a concentragdo do mosto de sorgo tenha sido um
adequado nivel de FAN (111,00 mg/L); para atingir baixas concentra¢des de etanol,
nas bebidas finais, foi fixada uma baixa concentracdo de extrato original
(aproximadamente 6,62 °P). Isto pode explicar a formagao de cor nas bebidas.

O maior valor de cor encontrado foi de 10 unidades EBC, aproximadamente.
Uma cor similar, assinalada anteriormente, foi reportada por Dighionno et al. (2017),
em uma cerveja de malte de teff. No entanto, a cor das cervejas de sorgo do
presente estudo foram mais intensas quando comparadas com a cor da cerveja de
arroz, reportada por Ceccaroni et al. (2019) (5,1 unidades EBC).

Por outro lado, Aisien e Muts (1987) encontraram uma cor de 18,4 unidades
EBC, mais acentuada para uma cerveja lager de sorgo, quando a fermentacao foi
realizada a 9 — 10 °C por 168 h (7 dias). Juri¢ et al. (2015) tem registrado cores
entre 8,2 e 9,8 EBC para cervejas pale lager, estando no intervalo reportado para
as cervejas claras, (8,58 — 27,3 unidades EBC).
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Figura 30 - Superficie de resposta e curva de contorno para a cor em fungao do tempo e da
temperatura de fermentagao
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2111 pH

Como na produtividade volumétrica, no grau real de fermentacao e na cor, 0
tempo e a temperatura de fermentacao tiveram efeito quadratico sobre a resposta.
A Figura 31 mostra a influéncia das duas variaveis independentes sobre o pH. E
conhecido que o pH decresce normalmente durante a fermentacao (CECCARONI
et al., 2019). Uma das causas da diminuicdo do pH da cerveja é o aumento da
temperatura (SOLGAJOVA et al., 2013). Assim, foi observado uma diminuicdo do
pH entre 7,76 e 14,12 h de fermentacdo. Nota-se que o pH mais alto (~3,9) é
atingido nas primeiras e nas ultimas horas de fermentagéo, e nas baixas e altas

temperaturas, o seja, aproximadamente, nos pontos axiais. Os resultados do pH
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estdo em correspondéncia com a literatura. Por exemplo, kayodé et al. (2007)
relataram um pH de 3,2 da cerveja de sorgo, tchoukoutou, feita em Benim. Ja
Ceccaroni et al. (2019) reportaram um pH superior (3,93) para uma cerveja feita de
malte de arroz. Tem sido revelado um pH de 4,5 em uma cerveja de sorgo (AISIEN;
MUTS, 1987).

Figura 31 - Superficie de resposta e curva de contorno para o pH em fungao do tempo e da
temperatura de fermentagéao
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5.4.5.6 Nitrogénio amino livre

A Figura 32 exibe o efeito do tempo e da temperatura de fermentacao sobre
o nitrogénio amino livre. Como no grau real de fermentag¢do, as duas varidveis
independentes tiveram efeito quadratico sobre a resposta. A fabricagao de cerveja
com baixa propor¢do de malte pode afetar o sabor das cervejas, decorrentes dos
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baixos niveis de FAN. Como resultado do esgotamento do FAN, durante a
fermentacdo, cessa a reproducao das células de leveduras.

Figura 32 - Superficie de resposta e curva de contorno para o pH em fungéo do tempo e da
temperatura de fermentacao
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X2: Temperatura (°C)

Fonte: Arquivo pessoal

Nesse momento, pode-se elevar a temperatura de fermentacao para permitir
gue o pequeno numero de leveduras consuma a mesma quantidade de fontes de
carbono (agucares fermentaveis), afetando o metabolismo das leveduras, o que
resulta em niveis mais altos de compostos de sabor volateis (KOBAYASHI;
SHIMIZU; SHIOYA, 2008).

Neste estudo, relatam-se niveis adequados de FAN (a 6,62 °P) (111,00
mg/L), no mosto, para o crescimento das leveduras durante a fermentacao; assim

o FAN da cerveja oscilou entre 20 e 40 mg/L. Igualmente, Ceccaroni et al. (2019)
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reportaram que o mosto € a cerveja de arroz atingiram valores de FAN (a 12 °P) de

173 e 29 mg/L, respectivamente.
5.4.6 Validacao experimental

Observa-se que diferentes condicoes experimentais maximizam ou
minimizam as diferentes variaveis respostas da fermentacao. Portanto, realizou-se
um estudo de otimizacdo, como no processo de maltagem e na etapa de
mosturacao, para obter as condicdes 6timas para maximizar o etanol, o Yp/s, a Qp,
e o pH, minimizar o RDF e o FAN, enquanto a cor foi fixada a 7 unidades EBC. Para
conduzir a fermentacdo, as condi¢cdes 6timas obtidas foram 153 h e 16,24 °C,
usando o programa Design-Expert. Usando essas condigdes Otimas em
experimentos adicionais realizados, foi confirmada a confiabilidade do método. A
Tabela 18 mostra os valores previstos e experimentais das diferentes variaveis
respostas. Nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os
valores previstos e experimentais. Por conseguinte, 0 modelo estabelecido pode-
se considerar aceitavel. Neste trabalho, as condicbes o6timas, validadas
experimentalmente, correspondem-se com o reportado na literatura para cervejas
lager feitas com malte de cevada. Por exemplo, em cervejarias ocidentais, o tempo
de fermentacao oscila entre 8 e 15 dias a 10 — 16 °C (LYUMUGABE et al., 2012).
Igualmente, Aisien e Muts (1987) realizaram a fermentacdo do mosto de sorgo por

168 h (7 dias) em uma temperatura de 9 — 10 °C.

Tabela 18 - Valores preditos e experimentais das variaveis respostas na fermentagao sob
condicbes 6timas

Condicoes Valores Valores
Parametro otimas experimentais previstos
Etanol 2,97+0,19 2,85
(%, V/IV)
Fator de conversao de substrato em 0,42+0,03 0,49
produto (g/g)
Produtividade volumétrica 0,12+0,01 0,15
(9/L.h) ) X; =153 h
Grau real d(eo/f)ermentagao Xo = 16,24 °C 67,82+1,07 64,75
Cor 6,85+0,14 7
(unidades EBC)
pH 3,72+0,24 3,57
Nitrogénio amino livre 21,20+1,56 19,46
(mg/L)

Xi: tempo de fermentacao; Xz: temperatura de fermentag¢éo
Fonte: Arquivo pessoal.
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Odibo et al. (2002) conduziram a fermentacdo do mosto de sorgo por 144 h
(6 dias) em 12 °C. J4a, no caso de algumas cervejas de sorgo tradicionais Africanas,
o tempo de fermentacdo varia entre 10 e 24 h em temperatura ambiente
(LYUMUGABE et al., 2012).

5.5 Analise sensorial das bebidas fermentadas em escala de laboratoério

Os consumidores recrutados para o teste de aceitacdo foram aqueles que
declararam consumir cerveja pelo menos uma vez por més. Os resultados
apresentados como média + desvio padrao da andlise sensorial das bebidas do
delineamento composto central rotacional na fermentagdo mostram-se na Tabela
19.

Observa-se que tanto a impressao global, a cor, a aroma, o sabor, a
aparéncia e a intencao de compra dos pontos centrais atingiram a melhor avaliacdo
pelos participantes quando comparado com os experimentos dos pontos fatoriais e
dos axiais. Assim, a bebida de sorgo, fermentada por 120 h (5 dias) a 12 °C, foi a
bebida mais aceita e foi a escolhida para a produgédo em escala piloto (100 L).
Segundo Solgajova et al. (2013), a regulacdo da temperatura melhora as
propriedades sensoriais da cerveja. E conhecido que um ndimero de componentes
volateis na cerveja, particularmente aldeidos, afetam negativamente a qualidade e
o aroma da cerveja (GONCALVES et al., 2010).

Estudos prévios tém mostrado que, com o incremento da temperatura de
fermentacdo, os niveis de diacetii e 2,3-pentanodiona sao reduzidos
(MASSCHELEIN, 1986). Saerens et al. (2008) tém mostrado que um incremento
na temperatura desde 12 até 15 °C causou a redugcdo de teor de diacetil,
aproximadamente 20%. Por outro lado, o incremento da temperatura de
fermentacdo desde 10 até 11,5 °C causou o decréscimo na concentracao final de
acetaldeido (~35%) (KUCHARCZYK; TUSZYNSKI, 2018). Assim, possivelmente, a
concentracdao de componentes volateis da bebida fermentada em 12 °C ajudou a
selecao, apresentando as melhores caracteristicas sensoriais.

Conforme Della (2008), uma vez que a satisfagdo do consumidor provém de
sua percepc¢ao positiva acerca da qualidade do alimento, deve-se ter em mente que
o proprio consumidor € quem deve ditar os parametros de qualidade desse produto.



Tabela 19 - As notas das 13 amostras do DCCR na analise sensorial

A Intencao de
Amostra IG Cor Aroma Sabor Aparéncia compra

1 6,70+1,58 b 6,55+1,61° 6,83+1,772b 6,58+1,762P 6,70+1,43¢4 3,58+1,062b.cd
2 6,50+1,52¢ 6,65+1,68° 6,25+1,67 b° 6,02+1,68° 6,53+1,68¢° 3,2340,10¢
3 6,55+1,50°¢ 6,67+1,39° 6,35+1,570¢ 6,12+1,79° 6,85+1,270cd 3,40+0,990c4d
4 6,75+1,51b° 6,90+1,55ab 6,37+1,56°¢° 6,37+1,73 6,78+1,45¢4 3,4241,18pcd
5 6,73+1,260¢ 6,80+1,69° 6,53+1,67°¢ 6,6311,61ab 6,72+1,54¢c4 3,67+1,07abc
6 6,22+1,5° 6,60+1,49° 6,18+1,73b¢ 5,98+1,89b 6,50+1,38¢ 3,25+1,05¢4
7 6,45+1,38¢ 6,70+1,50° 5,92+1,56¢ 6,05+1,73° 6,40+1,449 3,27+1,04¢c4
8 6,77+1,280¢ 6,87+11,47ab 6,381,430¢ 6,4311,61ab 6,65+1,42¢4d 3,4740,960¢4d
9 7,20%1,412b 6,88+1,662° 7,35%1,312 6,87+1,882 7,13+1,72abc 3,80+0,932b
10 7,37+1,262 7,42+1,272 6,75+1,432 7,05+1,532 7,42+1,27ab 3,930,952
11 7,38+1,282 7,43+1,282 6,77+1,442b 7,07+1,552 7,43+1,282 3,95+0,962
12 7,371,262 7,42+1,272 6,75+1,432b 7,05+1,532 7,42+1,27ab 3,92+0,962
13 7,371,262 7,42+1,272 6,75+1,432P 7,05+1,532 7,42+1,27ab 3,93+0,952

Médias na mesma coluna seguida pela mesma letra (s) nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.

Fonte: Arquivo pessoal.

LTT



118

5.6 Producao em escala piloto das bebidas fermentadas

Foi realizada a producéao da bebida fermentada de sorgo em escala piloto
(100 L), conforme os resultados da analise sensorial, ou seja, sob as mesmas
condicdes dos pontos centrais do delineamento composto central rotacional, na
Planta Piloto de Bebidas da Escola de Engenharia de Lorena. Igualmente, produziu-
se uma cerveja de cevada, usada como controle, nas mesmas condi¢gfes. A Tabela
20 mostra a comparacao dos parametros fisicos e de analises fisico-quimicas entre
as bebidas fermentadas em escala de laboratério (pontos centrais do DCCR) e em
escala piloto.

Nota-se que o teor alcodlico, o fator de conversao de substrato produto e a
produtividade volumétrica foram similares nas bebidas fermentadas de sorgo na
escala de laboratério e na escala piloto. No entanto, o grau real de fermentacao foi
maior na bebida fermentada de sorgo em escala de laboratério do que, em escala
piloto devido a que o extrato real, no fim da fermentagdo, da escala de laboratério
foi menor do que o extrato real da escala piloto. JA os parametros cinéticos das
bebidas fermentadas, de sorgo e cerveja, em escala piloto foram muitos préximos.

Tabela 20 - Comparacao dos parametros fisicos e analises fisico-quimicas entre as bebidas
fermentadas em escala de laboratério e em escala piloto

Parametros Escala de laboratério Escala piloto
cinéticos
Bebida fermentada de Bebida fermentada de Cerveja
malte sorgo malte sorgo
Etanol 2,41 2,66 2,59
(%, VIV)
Yp/s 0,36 0,44 0,42
(9/9)
Qp 0,14 0,17 0,17
(g/L.h)
RDF 77,47 68,26 68,62
(%)
Cor 9,44 9,22 9,05
(unidades EBC)
pH 3,34 3,76 3,52
Nitrogénio 23,97 25,83 26,54
amino livre
(mg/L)

Fonte: Arquivo pessoal.

5.6.1 Fermentacao em escala piloto
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Foi realizado um estudo fermentativo, em escala piloto, para avaliar o
crescimento da levedura nos mostos de sorgo e de cevada. A Figura 33 apresenta
a evolucao da concentracao do extrato real do mosto, da concentracao celular e da
concentracao de etanol em ambas as bebidas.

A viabilidade celular manteve-se elevada durante a fermentacao, atingindo
aproximadamente entre 99 e 95% ao final do processo. A multiplicagdo celular foi
mais rapida na fase inicial ja que nesse momento ainda havia concentragées de
oxigénio e por isso as células estavam em alta atividade celular fazendo respiracao.

Em ambas as fermentagdes, em 60 h, verifica-se que a concentracao celular
€ mais elevada, e em seguida decresce. Esta queda ocorreu pela sedimentagéo
das leveduras a medida que a concentracao de extrato vai sendo consumida
durante a fermentacao.

Figura 33 - Concentragéo do extrato real do mosto, da concentragao celular e da concentragéo de
etanol em escala piloto da bebida fermentada de sorgo (a) e da cerveja (b)
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Fonte: Arquivo pessoal

5.6.2 Analise sensorial das bebidas em escala piloto

A analise sensorial consistiu em avaliar a bebida fermentada de sorgo

(escolhida anteriormente na primeira andlise sensorial), amostra 1, a cerveja de
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cevada (controle), amostra 2, e uma cerveja sem glaten, a partir de cevada,
comercializada no mercado, amostra 3 (Tabela 21).

Tabela 21 - As notas na andlise sensorial das bebidas realizadas em escala piloto e da bebida
comercial

Amostras

1 2 3
Impressao global 6,322 4,70P 7,32¢
Cor 5,802 5,772 7,47°
Aroma 5,972 4,23b 7,20°
Sabor 6,602 3,80P 7,072
Aparéncia 5,932 5,802 7,53°
Intencdo de compra 3,832 2,17° 4,202

Fonte: Arquivo pessoal

Nota-se que tanto o sabor quanto a intensdo de compra da bebida
fermentada de sorgo e da cerveja comercial ndo tiveram diferengas significativas (p
> 0,05). A diferenca entre essas bebidas é observada na impressao global e no
aroma. Houve uma diferenca altamente significativa em todas as notas e na
intencdo de compra entre a cerveja de cevada feita em escala piloto e a comercial.
Embora a cerveja comercial tenha sido bem avaliada, numericamente, pelos
participantes, a bebida fermentada de sorgo também foi muito bem aceita,
mostrando que o malte de sorgo é sensorialmente adequado na producao de
bebidas fermentadas. No entanto, alguns atributos precisam ser melhorados, tais
como a impressao global, a cor, o aroma e a aparéncia, estudando, a fermentagéao

com outros tipos de leveduras, por exemplo, ale.
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6 CONCLUSOES

e Tanto a cultivar BRS511, usado na maltagem, como a cultivar 1G244, usado
na mosturacado e na fermentacdo, mostraram adequados parametros de
qualidade tais como umidade, peso de 1000 graos, energia de germinagao,
teor de proteina, sendo os mesmos de 2,59 e 3,53%, 27,24 e 27,66 g, 98,17
e 97,33, 10,8 € 9,75%, respectivamente. A textura do endosperma de ambas
as cultivares foi classificada de farinhosa.

e A analise de variancia indicou que as trés variaveis independentes
estudadas, no processo de maltagem, tiveram efeito significativo sobre as
variaveis respostas. Sob condicées 6timas de 0,17% de NaOH, 39,81 h de
imersdao e 120,62 h de germinagdo podem ser obtidos adequados
parametros de qualidade tais como poder diastatico (40,45 °L), extrato em
agua quente (324,37 °L/kg), nitrogénio amino livre (148,98 mg/L) e perdas
da maltagem (15,85%).

e A andlise de variancia, da etapa de mosturacao, indicou que a temperatura
de atividade da a-amilase teve maior efeito significativo sobre o extrato em
agua quente e sobre o nitrogénio amino livre quando comparado com a
temperatura de atividade da B-amilase. Podem ser alcangados altos valores
de extrato em agua quente (357,00 °L/kg) e de nitrogénio amino livre (171,65
mg/L), sob as condi¢des 6timas para a atividade das enzimas B-amilase e a-
amilase de 51,47 e 71,14 °C, respectivamente.

e O tempo de fermentacdo teve maior influéncia sobre a produtividade
volumétrica e sobre a cor do que a temperatura de fermentacao. E possivel
atingir adequados valores de etanol (2,97 %, v/v), fator de conversao de
substrato em produto (0,42 g/g), produtividade (0,12 g/L.h), grau real de
fermentacao (67,82 %), cor (6,85 unidades EBC), pH (3,72) e nitrogénio
amino livre (21,20 mg/L), similares aos preditos pelo modelo na fermentagéo
com condi¢ées étimas de tempo (153 h) e de temperatura (16,24 °C).

e A analise sensorial da bebida fermentada em escala de laboratério revelou
que o tempo de 120 h e a temperatura de 12 °C sdo as condi¢des étimas
para a aceitabilidade da bebida. Na analise sensorial, das bebidas
produzidas em escala piloto, foi observado que o sabor e a intencédo de

compra da bebida fermentada de sorgo nado apresentaram diferencas
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significativas com as da cerveja sem gluten, comercializada no mercado.
Fato que demonstra que o malte de sorgo é uma matéria prima promissora

para a fabricacao de bebidas.
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7 RECOMENDAGOES

e Avaliar outras variedades de graos de sorgo, assim como o talo da planta,
para obter bebidas com caracteristicas sensoriais e visuais diferentes.

e Estudar a etapa de fermentacao do mosto de sorgo com leveduras ale para
avaliar as caracteristicas sensoriais das bebidas fermentadas.

e Realizar uma andlise econémica do processo de producdo de bebidas
fermentadas a partir do malte de sorgo.
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APENDICES

APENDICE A - Ficha de avaliagao analise sensorial

Nome: Data:

Por favor, avalie a amostra codificada da esquerda para a direita e use a escala abaixo para indicar o quanto
vocé gostou ou desgostou da mesma.

Cédigo da amostra:

9 — Gostei extremamente Notas:

8 — Gostei muito Impressao global:
7 — Gostei moderadamente Cor:
6 — Gostei ligeiramente Aroma:
5 — Nem gostei / nem desgostei Sabor:
4 — Desgostei ligeiramente Aparéncia:

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito
1 — Desgostei extremamente
Codigo da amostra: ( )
Assinale qual seria sua atitude quanto a compra do produto.
5 — Eu certamente compraria este produto
4 — Eu provavelmente compraria este produto
3 — Eu tenho duvidas se compraria ou ndo este produto
2 — Eu provavelmente ndo compraria este produto

1 - Eu certamente ndo compraria este produto ( )

Comentarios:
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APENDICE B - Modelo do TCLE aplicado aos particiantes antes do teste de
aceitabilidade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. ApGs ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.Desde logo fica
garantido o sigilo das informacdes. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a)
de forma alguma.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Emprego de sorgo para a producao de cerveja sem gluten.
Pesquisador Responsavel: Yanet Boffill Rodriguez, Telefone para contato (inclusive
ligacbes a cobrar): (12) 98201-9715. Pesquisador participante: Jodo Batista de
Almeida Silva, Telefones para contato: (12) 3159 5044, (12) 8116 2490

O objetivo do trabalho é produzir uma cerveja sem glaten, a partir de sorgo, com
teor de alcool reduzido, que atinja as caracteristicas sensoriais adequadas para ter
uma boa aceitacao pelos consumidores. Segundo a CODEX ALIMENTARIUS, um
alimento com até 20 ppm de gluten é seguro para o consumo por pessoas celiacas.
Se os ingredientes tiveram qualquer contato com outros produtos com gluten se
categoriza a chamada contaminacdo cruzada. Portanto, serdo obtidas cervejas
com até 20 ppm de gluten, por possivel contaminacao cruzada devido a que as
cervejas de sorgo serao feitas com os mesmos equipamentos das cervejas de
cevada. A andlise sensorial sera feita em duas etapas, por meio de testes afetivos.
Em um primeiro momento, sera feito um teste para a escolha dos melhores tempos
e temperaturas de fermentacdo; e em outro momento, as variantes escolhidas
serdao comparadas com uma cerveja comercial. As analises serao realizadas no
laboratério de sensorial da Microcervejaria da EEL, em cabines individuais sob
condicOes adequadas de iluminacao e temperatura. Os testes serao realizados por
consumidores comuns, convocados por intermédio de informativos distribuidos nos
campi da Escola de Engenharia de Lorena e selecionados quando consumidores
habituais do produto, superiores a 18 anos de idade. Nao ha nenhum risco,
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prejuizo, desconforto ou lesées que podem ser provocados pela pesquisa, com
garantia de sigilo e direito de retirar o consentimento a qualquer tempo. Este estudo
€ importante porque seus resultados fornecerdao informacbes para o

desenvolvimento de novos produtos.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. Que o trabalho tem por finalidade desenvolver uma tecnologia de producéo de
cervejas sem glaten, a partir de sorgo, as quais contém até 20 ppm de glaten,
por possivel contaminagao cruzada devido a que serdo feitas com os mesmos
equipamentos das cervejas de cevada;

2. Que como voluntario deste estudo, terei que participar do teste de aceitagao das
cervejas e informar o quanto gostei ou desgostei do produto;

3. Que a minha participagao como voluntario se limitara a uma segao de avaliagao
sensorial de aproximadamente 15 minutos em um Unico dia;

4. Que terei risco minimo ao participar dessa pesquisa; ja que sera apenas uma
secao com consumo de um pequeno volume do produto, sendo a quantidade de
etanol consumida eliminada do sangue em um tempo maximo de 30 minutos;

5. Que necessitarei comparecer ao laboratério de anadlise sensorial da
Microcervejaria da EEL para a realizacdo do teste de aceitacdo do produto;

6. Que nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

7. Que meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade
e se desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;

8. Que poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a
qualquer momento da realizacao dessa pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo
ou penalizacao;

9. Eu nao terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais
resultados decorrentes da pesquisa;

10. Concordo que este estudo é importante porque seus resultados fornecerao
informacgdes para o desenvolvimento de novos produtos;

11. Que em caso de qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos poderei
entrar em contato com a equipe cientifica pelo telefone (Yanet Boffill Rodriguez,
tel: 12 3157 6043 ou 12 98201- 9715);
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12. Que tenho conhecimento que este projeto foi avaliado pelo comité de ética em
pesquisa envolvendo seres humanos, da EACH USP, localizado na Rua Arlindo
Béttio, 1000 - Jardim Keralux, Sao Paulo - SP, 03828-000.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntaria(o),
do estudo Emprego de sorgo para a producao de cerveja sem gluten.

Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO PARTICIPANTE
Eu,

RG , abaixo assinado, concordo em participar
do estudo Emprego de sorgo para a producao de cerveja sem gluten, como
participante. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador Yanet
Boffill Rodriguez sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como
0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Local e data / / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador (MSc.
Yanet Boffill Rodriguez)

Assinatura do Orientador (Prof. Dr. Joao
Batista de Almeida e Silva)




