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RESUMO

Estudos recentes mostram que fermentacdes conndéate adicdo de acidos graxos e aeracao
de mosto produzem cervejas semelhantes. Em virtdidso, necessita-se verificar
concentracdes de acidos graxos para que essagiwroantinue valida. Esse estudo analisou
diferentes dosagens de azeite de oliva em ferm@gade pequena escala, e comparou com a
técnica de aeracdo de mosto. Analises fisico-gaBniccomo pH, atenuacéo de substrato e
viabilidade celular — afirmam que a técnica estadaa@lmente é valida, mostrando resultados
semelhantes ou superiores as técnicas tradicioraisestimada também a possibilidade de
diminuir custos de producdo com a adi¢cdo de adeiteliva em relagédo a adicdo de oxigénio
hospitalar. As amostras obtidas nos dois procdesms analisadas sensorialmente e ndo foram
observadas diferencas negativas para aroma ou €adpgudo, o estudo mostrou que a adicéo
de acidos graxos insaturados ainda é uma técnitartte empirica e necessita de estudos mais
aprofundados.

PALAVRAS-CHAVE: Cerveja. Fermentacdo. Adicdo dedés graxos insaturados. Aeragao
de mosto cervejeiro. Azeite de oliva.

ABSTRACT

Recent studies show that fermentations with addiicfatty acid techniques and wort aeration
produce similar beers. As a result, it is necessamgheck fatty acid concentrations for that
statement remains valid. This study examined differdoses of olive oil in small-scale
fermentations and compared it with the wort aeratexhnique. Analytical analysis — such as
pH, substrate mitigation and viability — assertattthe studied technique is valid showing
similar or superior results comparing to traditioleahniques. It was also estimated whether it
Is possible to reduce production cost with the taidiof olive oil comparing with the addition
of hospital oxygen. Sensory analyses of the sampégs made and no negative differences
were detected in flavor or taste. However, theyshabs shown that the addition of unsaturated
fatty acids is a fairly empiric technique and regsifurther study.

KEYWORDS: Beer. Yeast. Fermentation. Unsaturatég &cid addition. Wort aeration. Olive
oil.
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1. Introducéo

A quantidade de oxigénio dissolvido no mosto cetivej(mistura acucarada destinada
a fermentacao alcodlica), apesar de ser necessat@dificil controle. Concentracdo abaixo
do desejado pode causar defeitos de crescimentmxa belocidade de fermentacdo; em
contrapartida, aeragdo excessiva causa aumentordadsa indesejavel e reducdo de etanol.
Uma alternativa é a adicdo de lipideos no mostoea@alimente acidos graxos insaturados
(MOONJAI et al., 2002).

Segundo Kunze (1999), em cervejarias modernas énaab evitar o contato do
oxigénio com a cerveja. A Unica excecao a issmgedo de oxigénio no mosto resfriado antes
da fermentacéo. Dados de Parker (2008) afirmans@oiénjetados 180 litros de oxigénio puro
em 1,6 hectolitros de mosto para ter concentragédquaada dissolvida.

Em entrevista ao site Globo, Pequenas Empresasar@&s Negocios (2013), André
Jungueira — presidente da Associacéo das Microeeia®do Parana (Procerva-PR) e dono da
Cervejaria Morada Cia. Etilica — afirma que a caripaitaria, para o setor de cerveja artesanal,
atinge 60% do valor do produto. Em um cenario teetdbutacdo, no qual as microcervejarias
estdo inseridas, o maior desafio é baixar o cusfaradducéo para obter maior lucro frente aos
concorrentes.

Esse estudo teve como, principal, objetivo avapancessos fermentativos que
substituem a aeracdo do mosto por azeite de aiv@ @cido graxo insaturado. Analises fisico-
quimicas e sensoriais foram realizadas para entersleefeitos dessa técnica estudada,
previamente, por Hull (2005). Além disso, foi vexddo, de forma basica, se a substituicdo é

viavel economicamente para o setor de microcenasjar

2. Referencial tedrico

2.1. Produgéo de cerveja

O processamento da cerveja acontece, basicamente§setapas: producdo do mosto,
através da mosturacédo de gréos de cereais moiddieddos ou ndo malteados), filtracdo e
fervura; fermentacéo, abrangendo a maturacéo; ggdsehtacdo, consistindo na estocagem,
carbonatacdo e envase da cerveja ja pronta (BOULTQUAIN, 2001). O fluxograma
representado na Figura 1 ilustra o processamert@uas primeiras fases citadas, que séo

objeto de estudo deste trabalho.



Figura 1: Processo de producéo de cerveja

Malte

Agua
—
1
¥
Lapulo -
Levedura L8
b

Fonte: Adaptado deBaxter; Hughes (2001).

2.2. Leveduras

Sao fungos cuja forma predominante € unicelulan @iéerentes formas, podendo essas
ser esféricas, ovoides, cilindricas ou triangulafeemperatura ideal para o seu crescimento
varia entre 25°C e 30°C. As leveduras podem sedegir assexuadamente (brotamento ou
fissdo nuclear) ou por esporos sexuados (FRANCOJDERAF, 2005).

A Saccharomycesata-se de um grupo de leveduras heterogéneocéhnas que se
multiplicam por brotamento multilateral ou por fagdo de pseudomicélio. Essas espécies,
entre outras finalidades, produzem bebidas, cornereeja, porém também estéo ligadas a
alteracdes indesejaveis em alimentos (FRANCO; LARBGE, 2005).

2.3. Fermentacéo
A fermentagéo é qualquer processo metabdlico dpsralienergia de uma molécula

organica principalmente carboidratos. Nao requegémo ou um sistema de transporte de



elétrons e utiliza uma molécula organica como aedital de elétrons (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2000).

A fermentacéao alcoolica, realizada no processamm@micerveja, comeca na formacao
de duas moléculas de acido pirtvico e duas molgadaATP a partir de uma molécula de
glicose. Em seguida, as moléculas de &cido pirig@o convertidas em moléculas de
acetaldeido e liberam duas moléculas de.@@sim, as duas moléculas de acetaldeido séo
reduzidas por duas moléculas de NADH desidrogefrasetinamida adenina dinucleotideo
desidrogenasgara formar duas moléculas de etanol. Essa ferg@mfaode ser realizada tanto
através de leveduras como de bactérias (TORTORAKHR] CASE, 2000). A Figura 2 mostra
0s passos (metabolismo celular) para a obtenc@&tatol.

Figura 2: Obtencao do etanol
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Fonte: Adaptado ddBaxter; Hughes (2001).

Os aminoacidos, presentes no mosto, sdo usadosoparascimento celular. A
fermentacdo, também, produz compostos volateifiresbs, alcoois superiores e ésteres,
variando de cepgara cepa. Apds o fermento (levedura) ter consuimaido o aglcar, que ele
possa metabolizar, a levedura flocula em conjurdeddmenta para o fundo do fermentador
(BAXTER; HUGHES, 2001).

2 Cepa ou estirpé um termo bioldgico que se refere a um grupo deedelentes com um ancestral comum que
compartilham semelhancas morfoldgicas ou fisiolagi)SHER, 1996)



Os microrganismos de interesse, para a fermentsaerveja, sao, principalmente, as
leveduras do tip&daccharomyce$FRANCO; LANDGRAF, 2005). Em relagdo a forma de
fermentacdo, € dito que existem dois tipos: a fatag@io de topo, na qual a levedura
Saccharomyces cerevisiagua formando um filme no topo do fermentador, @ feitas a
partir dessa levedura sdo conhecidas céiepa outra forma é a fermentacdo de superficie,
feita pela leveduragcharomyces pastorianusuja caracteristica é a fermentacdo pelo fundo
do reator, cervejas feitas a partir dessa leveda@oaconhecidas comager (BOULTON;
QUAIN, 2001).

2.4. Crescimento microbiano

Para haver crescimento adequado dos microrganialgoss fatores sao importantes,
tais como: disponibilidade de fontes de carbortopgénio e qualquer nutriente especifico para
o desenvolvimento microbiano; pH do substrato eptatura adequada para incubacéo
(FELLOWS, 2006).

De forma simplificada, € dito que o cresciment®adulas conforme White; Zainasheff
(2010), em um mosto cervejeiro, segue trés faass:lag (adaptacao); fase log (de crescimento
exponencial) e fase estacionaria. A Figura 3 idustisas fases de crescimento.

Figura 3: Fases do crescimento de microrganismos.
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Fonte: Fellows (2006).

De forma mais detalhada, segundo White; Zainagkeff0), as caracteristicas das fases
de crescimento sdo:
a) Fase lag: logo que inoculado o fermento, comecdaptacdo ao meio no qual foi
inserido (mosto). Apesar de ndo haver atividaderedscimento das células nessa fase,
€ possivel observar que ha consumo de oxigéni@raigie aminoacidos para producao

de proteinas e enzimas necessarias para a repooddc@luracdo dessa fase €
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influenciada, principalmente, pelo pH, taxa de uldcde levedura, temperatura e
oxigénio dissolvido;

b) Fase log: apdés a célula se adaptar ao meio eizantets proteinas e as enzimas
necessarias para a reproducéao celular, comeca axpsnencial, onde o substrato vai
ser consumido para produzir, principalmente, biaaagtanol e C Nessa fase,
verifica-se que maxima taxa de crescimento dasaslurermina quando o fermento
nao é mais capaz de se reproduzir, em virtudeaeaor&eguir quebrar algumas cadeias
de acucares ou por intoxicacao alcoolica, por ekemp

c) Fase estaciondria: nessa fase a levedura cessdugo de biomassa. Nas cervejarias,
normalmente nesta fase a temperatura do fermenéadmtuzida apds a atenuacado de
substrato ser completa para que comece a matuedémculacdo das leveduras

suspensas.

2.5. Importancia do oxigénio

Pequena quantidade de oxigénio dissolvido no condgofase lag resulta em
fermentacdo “arrastada”, atenuacdo incompleta gobarescimento celular. Oxigénio é
necessario para que a levedura sintetize esteéaisles graxos insaturados. Esses lipidios sao
essenciais para as membranas celulares (HAUKEIH; 1976). Esterbis mantém estrutura
lipidica das membranas celulares e regulam a péilidzsale de fluido (DIAZ-HELLIN et al.
2014).

A Saccharomyces cerevisigam a rara habilidade de crescer rapidamente caiwago
quantidades de oxigénio dissolvido (VISSER et1#190).

E considerado entre 8 e 10 ppm de oxigénio disdovio comeco da fermentacéo, o
minimo, para que a levedura possa ter boa vitaidadcrescimento celular (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

2.6. Adicao de acidos graxos insaturados
O controle da aeragdo de mosto € dificil, tornaselas#m motivo para achar uma
alternativa a este método, como a adi¢do de agrda®es insaturados (MOONJAI et al., 2002).
Acido graxo insaturado é um importante componeatmédmbrana lipidica, como, por
exemplo, acido palmitoleico e acido oleico (WHITRAINASHEFF, 2010). O acido oleico

presente no azeite de oliva é um composto de caddi@nica (C18:1) igual a um dos acidos



graxos insaturados quesaccharomyces cerevisipppduz (DEPRAETERE et. al., 20@6pud
HULL, 2005).

Moonjai et al. (2002) percebeu que a adicdo deodmidleico aumentou a formacéo de
ésteres durante a fermentacdo, podendo deixaresabutesejaveis na cerveja. Contudo, o
estudo, em pequena escala, mostrou que a fermertagéadicdo de &cido graxo insaturado
se aproximou da fermentacdo com aeracdo do mastoluindo que o método pode, com
estudos mais aprofundados, ser utilizado comaonailtiea.

Hull (2005), em uma experiéncia realizadaNew Belgium Brewing Compamos
Estados Unidos, mostrou que a adicdo de azeitdivde oomo &cido graxo insaturado, na
levedura antes da inoculagcao gera fermentacOesarsrApesar dos resultados mostrarem que
a fermentacdo demorou mais tempo e que ocorreu fioamacao de éster em comparacéo a
aeracdo do mosto, o painel de provadores, atrav@sdlises sensoriais, preferiu as cervejas

com adicéo de azeite de oliva.

2.7. pH na fabricacéo da cerveja

Segundo O'Rourke (2002), o pH tem grande impactovelacidade da reacéo,
solubilidade e carga eletrostatica de muitas méd&cgendo que isso influéncia na qualidade
da cerveja (estabilidade coloidal) e na productadade enzimatica). O Quadro 1 exemplifica
valores de pH para determinados processos.

Quadro 1: pH para producéo de cerveja

Processo pH
Mosturacao 56+0,2
Pré-fermentacéo 54+0,2
Pés-fermentacédo 4,0+0,2

Fonte: Adaptado de O'Rourke (2002)

A transformacg&o do mosto para cerveja € acompargwadana diminuicdo de pH. Esta
alteracdo é uma consequéncia do metabolismo ddueeenvolvendo a excrecédo de varios
acidos organicos e de protons em resposta a aasginitle acucares. O minimo valor de pH é
alcancado antes da atenuac¢do do mosto ser confpletmentemente, ha um aumento no pH
da metade para o final da fermentacao. Por esstgosico pH ndo € uma medida util, a ser
monitorada, para o desempenho global da fermen{&30LTON; QUAIN, 2001).



3. Metodologia

Os experimentos do estudo foram realizados no baiio de Processos Ambientais
(LAPA) da Pontificia Universidade Catdlica do RigaBde do Sul, utilizando um mosto
elaborado, previamente, de forma caseira.

A metodologia basica consistiu em analisar o deseimento de cinco fermentacbes
ao mesmo tempo. Os parametros analisados forancquidentracdo de substrato, tempo de
fermentacdo, namero de células e viabilidade cel@s cinco reatores (elaborados com
garrafas PET) foram preparados com diferentes ¢oadide processo (Figura 4). Trés reatores
foram dosados com diferentes concentracdes deeakeibliva. Um reator teve, somente, o
mosto areado e 0 outro reator ndo sofreu process®iIh¢do nem adicado de azeite de oliva
(Quadro 2). A fim de inocular o fermento e iniciarprocesso de fermentagéo, alguns
procedimentos foram realizados antes, tais conepgracdo do mosto, propagacéao de células,
contagem de células, aeracdo do mosto ou adicapeite de oliva.

Figura 4: Foto dos reatores em funcionamento

Quadro 2: Caracterizagdo dos reatores

Reatores

R1 | Sem adi¢Oes

R2 | Adigdo de oxigénio

R3 | Adicdo de 0,1 mL de azeite de oliva
R4 | Adicao de 0,5 mL de azeite de oliva
R5 | Adicdo de 1,0 mL de azeite de oliva




3.1. Preparacédo do mosto

O mosto foi produzido seguindo métodos descritasRadmer (1999) para cervejas
feitas, somente, a partir de graos. O controlerdpgracao foi realizado pelo teste do iodo, que
consiste em pingar o mosto, durante a sacarificagéaima solucao de tintura de iodo (2%),
assim pode-se determinar a ocorréncia ou ndoeaauado amido. Depois de pronto, 0 mosto
foi congelado para melhor conservacédo, sendo qaaexueita foi baseada em Dorribusch
(2010) para o estilo Belgian Blond Ale e em segtiadaisado o simulador Beersmith (Figura
5) para adequar a receita.

Figura 5: Receita Belgian Blond Ale no BeerSmith

W ©oewan piona tee |l Uesign]| | Sterter de Levedura |Uetaines da Mostural| 1) Limer | ji bermentagas || () Volumes de Agual| = Anotagoes || ([ #jua L] Salvar & Salvartomo: L Uk g Lancel:
Nome  belgian blond tec Tipo [100% Grio - Tempo de Fervura 60 min Dats 16/09/2015 [+ +
Cervejeira TemanhodoLote 1500 @ Volume Estimado Pré-Fevura | 670 |18 Versdo o[ X
Equipamento [ 20 L WILD - [F)E EficienciaTotal 7500 % e Eficiéncia Estimada Mostura | 850 % 7] Calc Volume a Ferver
Qid MNome Tipo # %/BU Inventario  Custo w Adicionar Grdo
W010 kg Cara-Pils/Destrine (39 EBC) Grio 4 20%  00ky  R$028 & Adicionar Lipulo
W0.20 kg Aromatic Malt (51,2 EBC) Eitsis 2 40% 0,00 kg RS0,56 B Adicionar Adiunte
W020 kg Vienna Malt (6.9 EBC) G 3 40% 0,00 kg RS 0,56 2
W45 kg Pilsen (BestMak) G0 EBC) Grio 1 901%  000ky  RS1533
@ 25009 Bobek (Styrian Golding B) [5,25 %] - Fervura.. Lapule |6 27IBUs  0,00g RS 0,88
Bao00g Aurora (Super Styrian Aurora) [8,00 %] - Ferv.. Lipulo 5 1331BUs 000g RS 141

Comparagic com Guia de Estilos i Selecione Campos)| - Escolha os campos a mostrar

Estilo | I Belgian Blond Al - =) Grios Total 505 kg @
Densidade Inicial Estimada | 1,076 56 Vo [r062105556 Lopulo Total [ 6500 9@
Amargor (IBUs) 160 BU: s Mo s [50-30018Us Proporgio Amargor m IBU/SG ¢
Cor[ 105 EBC s W 13135 EBC Densidade Estimada Pré-Fervura [ 1,192 56

ABY Estimado 5 e w— F,00-7,5u% Densidade Final Est [ 1,019 56

O6Medids 1046 SG®
Perfis para Mostura, Carbenategdo e Maturagdo

— - + :
ostura | [ Single Infusion, Medium Body, Batch Sparge + 3 [l Ajuste Temperatura para Equipamento amanho do Lote Medido 1893 le
M Single Infi Medium Body, Batch Sparg; L (] Ajuste T i E t

Carbonatacio|  Corm Sugar - 3 nivel cart 23 olirse Eficiéncia Medida 515 %
FESTE S 1 Custo Total 1904 RS

3.2. Propagacao de células

A propagacdao de células serve para garantir quer&dguantidade necessaria de células
para fermentar o mosto no qual o microrganismae®rinserido. Para fazer isso foi necessario
DME (extrato de malte em p0), agua, nutriente gedara, levedura e um agitador de mesa.
Desta forma a propagacgédo foi determinada seguinaoetdologia descrita por White;
Zainasheff (2010), sendo realizada a multiplicac@alar (Figura 6) por cerca de um dia a
21°C.



Figura 6: Propagacéo celular

3.3. Contagem de células

A contagem de células serviu para dosar a quamtidddquada de fermento para cada
reator. Para isso foi feita analise microscépicardastra propagada utilizando uma camara de
Neubauer (Figura 7) e solucao de azul de metileril¢o) para verificar as células viaveis.

Figura 7: Camara de Neubauer

Fonte: Prolab (2015).

A camara de Neubauer é uma lamina de microscoplaldem de altura, onde existe
uma camara (representada na cor marrom na Figgmavada no vidro. Os suportes laterais,
na lamina, garantem estabilidade para a laminwdas&lcamara ha marcacdes, divididas em
guadrantes, para facilitar a contagem das cél@hservando o gabarito de uma camara de
Neubauer (Figura 8), percebe-se que existem pés tle dimensdes diferentes de quadros de
contagem (A, B e C) permitindo que sejam contadélslas de diferentes tamanhos.
(LUCARINI; SILVA; BIANCHI, 2002).
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Figura 8: Gabarito de uma cAmara de Neubauer
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Fonte: Vieira; Fernandes (2002).

O método da contagem celular seguiu os procedimemdicados por White;
Zainasheff (2010). Para facilitar a contagem, fodimidas amostras em concentracdes de
1:100 ou 1:1000, com agua destilada, a fim de gu=ekilas ficassem mais espalhadas e nao
sobrepostas. Além da contagem de células, foi tanarélisada a viabilidade do fermento, ou
seja, quantidade de células vivas em relacé@o éasédltais utilizando o método de coloracéo
por azul de metileno.

O método de coloracao por azul de metileno consistenisturar 1 ml de solucéao de
azul de metileno (0,04%) com 1 ml de amostra erasperca de 2 minutos antes de analisar
no microscopio. Células mortas, por ndo conseguinettabolizar o corante aplicado, ficam de
coloracdo azul escuro; células vivas continuam sparente ou azul claro (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

3.4. Aeragao do mosto e adigdo de azeite de oliva

Seguindo orientacdo de White; Zainasheff (2018j)a mdicionar oxigénio no mosto
foram usados uma pedra difusora, um filtro estador (0,2 um) e um compressor de ar de
aquario por 20 minutos.

Hull (2005), em sua tese, dosou a concentracdomaéxde 1mg de azeite de oliva a
cada 25 bilhdes de células. Adaptando ao volumeaso dos cinco reatores que estavam
sendo desenvolvidos, a concentracdo usada porathilietaria em dosagens insignificantes e
de dificil mensuracédo de azeite, sendo, assintild#iprecisdo dessa quantidade. Por isso,

foram extrapoladas dosagens acessiveis para @ affigzeite de oliva.
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3.5. Fermentagéo

Os reatores (Figura 4), utilizados na fermentagiani garrafas PET, previamente
esterilizadas, de 2 litros com excecdo do R1 guiatvolume de 1,25 litros. Eles foram
projetados para que ndo permitissem a entrada derante a fermentacdo, em funcdo da
respiragcdo anaerdbia. Por esse motivo, foi insdalada mangueira em contato com &gua,
garantindo somente a saida de gas carbonico. Muwes de 2 litros foram adicionados 1,5
litros de mosto e no reator de 1,25 litros foi amhiado 1,0 litro de mosto. A levedura utilizada
foi a M-27 fornecida por Mangrove Jack’s e foi aoii@ada de forma proporcional a quantidade
de mosto para cada reator através de céalculogada no simulador BeerSmith. A inoculacao
ocorreu a 21°C e a fermentacao oscilou entre ZE€ &m ambiente climatizado. Diariamente,
foram coletadas amostras para determinar a qudetaasubstrato consumida, pH, nimero de
células das amostras e temperatura da reacdo.déomsise a fermentacéo terminada quando
a maxima quantidade de substrato possivel foi eoitgu Para mensurar a quantidade e
substrato, ao longo do processo, foi utilizadoatéinetro (Schmidt+Haensch Gmbh & Co.
eloptron) e para medir o pH foi usado pHmetro (Nigeaica Mod NT PH2) calibrado na faixa

acida.

3.6. Analise de dados

Para verificar-se a existéncia de diferenca sicgtifra entre resultados obtidos de cada
reator, foram realizadas analises de varianciasQ¥N) e, quando necessario, havendo
diferenca significativa entre as médias, foi realiz o teste Tukey para verificar entre qual ou

quais médias existe diferenca.

3.7. Analise econGmica

Utilizando dados de Parker (2008), citados previames orcando o valor do oxigénio
hospitalar com a empresa Porto Soldas, foi possstehar qual o custo, de oxigénio, para uma
producéo de 1,6 hectolitros de cerveja a fim dexaprar as bateladas industriais. Para calcular

quanto custaria a adicdo de azeite de oliva, &diz&da uma aproximacao linear.

3.8. Anélise sensorial
As amostras foram analisadas quanto ao sabor, a&oetancédo de espuma. A analise

foi empirica em funcdo das pessoas que degusta@onpossuirem nenhum tipo de
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especializacao certificada na areeStdenmeliede cerveja. Em relagéo a retengéo de espuma,

a analise foi somente de forma visual.

4. Resultados e discussoes
4.1. pH

O Quadro 3 apresenta os valores de pH obtidosragpldo periodo de realizacdo do
experimento e a Tabela 1 observa-se a ANOVA refer@comparacao das meédias do pH dos

cinco reatores.

Quadro 3: pH ao longo do tempo

Dia R1 R2 R3 R4 R5

0 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50

1 4,34 4,30 4,33 4,30 4,31

2 4,12 4,12 4,19 4,07 4,06

3 4,00 4,02 4,12 4,00 3,97

6 4,17 4,21 4,22 4,13 4,12

7 4,21 4,31 4,31 4,23 4,20

8 4,21 4,28 4,30 4,20 4,15

9 4,21 4,25 4,20 4,13 4,09

Tabela 1: ANOVA do pH
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,048665 4 0,012166 0,053879 0,99438641465
Dentro dos grupos  7,903175 35 0,225805
Total 7,95184 39

Pode-se notar que a andlise de variancia ndo radifierenca significativa entre as
médias dos métodos usados, visto que o valor+Rdmr do que a significancia utilizada (0,05).

A Figura 9, apresenta graficamente os dados apeskeEnno Quadro 3.

Analisando a Figura 9, afirma-se que o comportamext longo do tempo, € idéntico
ao descrito por Boulton; Quain (2001). Aléem disgercebe-se que todas as amostras estédo
adequadas na faixa desejada de pH, segundo O'R@D®2). Uma vez que os resultados néo
sao significativamente diferentes e estdo na fadeguada de pH, é possivel afirmar que o

azeite de oliva ndo altera a capacidade da levelfuazidificar a cerveja.
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Figura 9: Gréfico: tempo x pH
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4.2. Concentracao de substrato

Os valores da concentracdo de substrato ao lantgntpo nos cinco reatores estudados
estdo apresentados no Quadro 4, sendo que a aihdlisgiancia das médias de cada reator
encontra-se na Tabela 2.

Quadro 4: Concentracdo ao longo do tempo (g/mL)

Dia R1 R2 R3 R4 R5

0 1,058 1,058 1,058 1,058 1,058

1 1,048 1,051 1,054 1,051 1,05(

2 1,044 1,041 1,044 1,041 1,040

3 1,029 1,027 1,033 1,027 1,025

6 1,012 1,013 1,015 1,013 1,00¢

7 1,010 1,009 1,012 1,009 1,00¢

8 1,010 1,009 1,010 1,009 1,00¢

9 1,010 1,009 1,010 1,009 1,00¢

Tabela 2: ANOVA da concentracdo de substrato

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 495 4 12,375 0,029973 0,998183 2,641465
Dentro dos grupos 14450,5 35 412,8714
Total 14500 39

A ANOVA, apresentada na Tabela 2, ndo mostra difsxesignificativa em relacdo aos
métodos utilizados, visto que o valor-P foi maioge® da significancia (0,05). A Figura 10,

reapresenta os dados do Quadro 4 plotados ao ttmntgompo.
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Figura 10: Grafico: tempo x concentracao de substrato
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Apesar de ndo ter tido uma diferenca consideréme as médias analisadas pela
ANOVA, observa-se, através da Figura 10 e do Quddoue o R5 atenua a concentracdo de
substrato em tempo menor. E visivel que o R1 e e@B8completam a atenuacéo até 1,009
g/ml como os demais reatores. O aumento da comg@otrde azeite de oliva nos reatores
influenciou no desempenho da fermentacdo diminuiadtempo. Os reatores R4 e R2
mostraram exatamente a mesma atenuacao duranteadge

4.3. Concentragao celular e viabilidade celular

As células foram contadas na diagonal da camarard&i@l, pois estavam bem
distribuidas e em seguida foi utilizada a Equadjéra totalizar a quantidade de células,
sendo células brancas vivas e células escurassnoaiaforme técnica de coloracdo com azul
de metileno. A Figura 11, mostra de forma esquaaatiobservacéo realizada nas camaras de
Neubauer.

Figura 11: Area de contagem
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Fonte: White; Zainasheff (2010).
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Células

— = células contadas x 4 x fator de diluicéo x 10* (2)

Com os valores determinados (Quadro 5) e pela Bgudg foi feita uma analise de
variancia para determinar se as médias para catla teveram diferenca significativa. Como
nos casos anteriores, foi realizada uma ANOVA (TaBg para verificar-se a existéncia ou
nao de diferencas entre as médias.

Quadro 5: Concentracao celular ao longo do tempo (bilhdesétidas/mL)

Dia R1 R2 R3 R4 R5

0 0,1072 0,1072 0,1072 0,107 0,107

1 384 212 120 108 156

2 176 188 404 172 96

3 148 156 172 124 160

6 88 132 100 112 128

7 42 104 76 68 72

8 124 132 72 104 104

9 102 112 84 108 114

Tabela 3: ANOVA da concentracéo celular

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 80736 4 2018,4 0,283538 0,88666 2,641465

Dentro dos grupos 24915155 35

Total 257225,15 39

7118,616

Sendo o valor-P maior que a significancia (0,0®ycebe-se que ndo ha diferenca
significativa entre os métodos realizados. Os sd@uadro 4) foram linearizados e plotados
em gréficos (Figura 12) para identificar as fasse$edmentacdo e entender o comportamento
ao longo do tempo.

Devido ao intervalo de tempo de coleta, ndo foispad determinar a fase lag nas
fermentagdes. Nota-se que o crescimento celulan&or no primeiro dia nos reatores sem
azeite de oliva. A rapida multiplicacdo celular quo®rreu no R1, no primeiro dia, segue o
comportamento descrito por Visser et al. (1990)@ explica, também, o grande consumo de

substrato representado na Figura 10 para 0 messrgalo.
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Figura 12: Gréfico: tempo x concentracao celular
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Utilizando a Equacgéo (2), foi identificada a viadalde do fermento ao longo do tempo
para cada reator (Quadro 6) e feita uma ANOVA (Tal¢ para determinar se ha diferenca
entre as médias.

Viabilidade celular (%) _ células totais—células mortasx 100 (2)

células totais

Quadro 6: Viabilidade celular ao longo do tempo (%)

Dia R1 R2 R3 R4 R5

0 95,04 95,04 95,04 95,04 95,04
1 96,96 92,98 93,75 93,1 95,17
2 88 94 95 97,72 96

3 86 88,63 87,75 96,87 97,54
6 81,48 86,84 86,2 93,33 96,94
7 87,5 81,25 86,36 94,44 94,73
8 86,11 89,18 85,71 92,86 96,24
9 84,84 87,07 85,88 91,89 95,04

Tabela 4: ANOVA da viabilidade

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 372,57984 4 93,14496 6,5027232 0,000506 2,641465
Dentro dos grupos  501,33975 35 14,323993
Total 873,91959 39

A andlise de variancia mostrou que existe diferemgaificativa entre os métodos
realizados, pois o valor-P foi menor que a sigaifaa (0,05). Em virtude disso, foi realizado

o teste Tukey (Quadro 7) para determinar entresquatodos existe diferenca.
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Quadro 7: Teste Tukey para viabilidade celular

Médias de tratamento
R1 88,24 C
R2 88,99 bc
R3 90,71 abc
R4 94,40 ab
R5 95,84 a

Foram identificados trés padrdes de média entraésdos realizados no Quadro 7. E
visivel que a adicdo de azeite de oliva formou dr§a tipo “a” e que o aumento da
concentracdo deste aumentou a média de viabilickldiar.

O conjunto viabilidade celular e numero de céliitasieterminante para a atenuagao
da concentracao de substrato (Quadro 4) durargereftacédo. A alta viabilidade celular do
R5 compensou com o fato de ter menor reproducé@itacetém relacdo a R2, por exemplo, para
atenuar mais rapido que os demais reatores. R&lagéo a R2 teve a mesma atenuacao de
substrato ao longo do tempo, indicando que o cemjuabilidade celular e nUmero de células
das duas sado praticamente iguais. A baixa relagaoadbilidade celular e nimero de células
dos reatores R1 e R3 foi o0 motivo das duas fermgéatando atenuarem completamente.

4.4. Analise econGmica

Foi avaliado quanto custaria 0 oxigénio hospitatdizando os dados de Parker (2008)
apud White; Zainasheff (2010) para 1600 litros de cgrvEm seguida, foram extrapoladas
linearmente as concentragdes de azeite de oliva3ddR4 e R5 para o mesmo volume de
cerveja. O Quadro 8 apresenta o custo dos insureeseen comparados e 0 Quadro 9 mostra

0s insumos extrapolados para 1600 litros de cerveja

Quadro 8: Custo de insumos

Insumo Quantidade (L) | Valor (R$) | Revendedor
Azeite de oliva 0,5 12,38 Zaffari
Oxigénio hospitalal 7000 105,00 Porto Soldas

Para as concentragfes utilizadas no estudo, iidarge (Quadro 9) que a técnica néo
representa diminuicdo de gastos para a fabricagamexveja. Por essa razédo, foi, também,
adaptada a concentracéo, utilizada por Hull (2afi5azeite de oliva para entender se 0 método,

em concentracdes mais baixas, € interessante eaaroente.

18



Quadro 9: Custo dos insumos para 1600 litros de cerveja

Insumo Quantidade (L)| Valor (R$)
Oxigénio hospitalar 180 2,70
Azeite de oliva (R3) 0,106 2,62
Azeite de oliva (R4) 0,53 13,12
Azeite de oliva (R5) 1,06 26,25
Azeite de oliva (Hull) 7,80E-04 0,02

4.5. Andlise sensorial

A andlise sensorial, feita por quatro pessoasyridnime em relagdo aos parametros
avaliados. O Quadro 10 mostra a comparagédo entnmastras, indicando da melhor para a de
menor aceitabilidade.

Quadro 10: Analise sensorial

Sabor R5>R4 >R3=R2>R1
Aroma R5>R4=R3=R2>R1
Tempo de retencdo de espuma R2>R1>R5=R4=R3

Apesar de que as amostras com azeite de olivaanastisuperioridade nos quesitos de
sabor e aroma, a formagéo da espuma foi muito loaixpase inexistente — deixando a cerveja

com aparéncia de estar sem gas ou de refrigerante.

5. Concluséo

A adicdo de acidos graxos insaturados pode ser &isho substituicdo da aeracdo do
mosto. Como visto nas analises fisico-quimicas;omeentracbes do R4 e R5 promoveram
melhor desempenho de fermentacéo ou igual a R8o8almente, as amostras com azeite de
oliva, principalmente a R5, apresentaram supeadedos quesitos de sabor e aroma.

Economicamente, a técnica utilizada no estudo @adnteressante para as
microcervejarias a primeira vista. Apesar da cotragéo de R5 ter custo mais elevado, essa
demorou menos tempo para fermentar, podendo aun@ntanero de produ¢cées no mesmo
intervalo de tempo que R2. A concentragdo de ansteliva, estudada por Hull (2005),
mostrou ser possivel reduzir custos usando azeitdivh como acido graxo na fermentacao.

Em contra partida as vantagens, a concentracéadaele azeite de oliva influenciou,

demasiadamente, na espuma da cerveja sendo o temetengdo muito baixo. A retencdo de
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espuma é essencial para ndo aparentar ser refiigera de estar sem carbonatacéo, ou seja,
as concentracdes estudadas ndo séo interessamt@sfabricacao de cerveja.

A partir desse estudo, percebe-se outra possitididle experimento utilizando acidos
graxos nas leveduras. De certa forma, as concéegaide azeite de oliva permitiram que a
viabilidade celular fosse mantida em altas propesc@specialmente R4 e R5. Logo, seria
interessante avaliar a estocagem de levedurazamiilo técnicas diversas e comparar com a
adicdo de azeite de oliva. Em virtude disso, padsgr reaproveitado mais fermento, caso as
avaliacdes dessas técnicas fossem feitas em didsrgaracdes e utilizando parametros como

viabilidade ao longo do tempo, niumero de célulagstos das técnicas.
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