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RESUMO

Reconhecida como uma das bebidas mais antigas da humanidade, a cerveja vem
escrevendo sua histéria junto ao homem a séculos, sua descoberta data-se de 4000
a.c na regido da antiga Suméria, Mesopotamia. Sendo acidentalmente produzida
através da fermentagcdo de pedagcos de paes de centeio umedecidos, que
posteriormente apresentaram sabores e aromas agradaveis, fruto da fermentagao
alcodlica por microorganismos hoje conhecidos como Saccharomyces cerevisiae .
Com o avango da tecnologia e a descoberta da Microbiologia envolvendo processos
fermentativos, a cerveja evoluiu e junto dela um crescente mercado consumidor.A
bebida como conhecemos hoje é composta por agua, malte de cereais, lupulo e
Leveduras que serdo o foco do presente trabalho. O crescente mercado das
cervejas artesanais abriu espago para inovagbes e descobertas, que vem
impactando positivamente um cenario outrora dominado pelas cervejas Lagers de
massa que se popularizaram com o surgimento da tecnologia de refrigeracao, pois
necessitam de baixas temperaturas de trabalho e longo tempo de descanso para
obtencdo de uma cerveja limpida e cristalina. Este cenario atual também trouxe de
volta receitas, técnicas e ingredientes esquecidos pela industria, bem como
leveduras nao tao ortodoxas como as Kveiks, que sao cepas hibridas de origem
norueguesa e adjacéncias, conhecidas por possuirem grande termotoleréncia,
resisténcia superior ao alcool e velocidades de trabalho, e principalmente gerarem
excelentes caracteristicas sensoriais ao produto final. Também chamadas de super
leveduras, as kveiks vem ganhando espacgo entre os cervejeiros e cervejarias pelo
mundo. Neste trabalho iremos abordar a eficiéncia de trabalho da cepa Kveik de
Voss,Noruega, frente a uma levedura tradicional em diversas condi¢des de
trabalho,tracando um estudo cinético comparativo, sucedido por estudo Fisico
Quimico do produto final, executar uma andlise sensorial para validar a
argumentagao da qualidade dessas cepas, em amplas aplicagdes para gerar novos
produtos , bem economia de tempo gerando possivel redugéo de custo a produgao

agregados a um produto agradavel ao paladar.

Palavras-chave: Kveik, fermentagdo, saccharomyces cerevisiae, cerveja artesanal,

analise cinética



“BEER PRODUCTION AND ANALYSIS
TRADITIONAL STYLE FARMHOUSE ALE WITH NORWEGIAN KVEIK YEAST"
ABSTRACT

Recognized as one of humanity's oldest drinks, beer has been writing its history with
man for centuries, its discovery dates back to 4000 BC in the region of ancient
Sumeria, Mesopotamia. Being accidentally produced through the fermentation of
pieces of moistened rye bread, which later had pleasant flavors and aromas, the
result of alcoholic fermentation by microorganisms now known as Saccharomyces
cerevisiae. With the advancement of technology and the discovery of Microbiology
involving fermentation processes, beer evolved and with it a growing consumer
market. The growing craft beer market has opened up space for innovations and
discoveries, which has positively impacted a scenario once dominated by mass
lagers that became popular with the emergence of refrigeration technology, as they
require low working temperatures and long resting times to obtaining a clear and
crystalline beer. This current scenario has also brought back recipes, techniques and
ingredients forgotten by the industry, as well as unorthodox yeasts such as Kveiks,
which are hybrid strains of Norwegian origin and surroundings, known for having
great thermotolerance, superior resistance to alcohol and working speeds. , and
mainly generate excellent sensory characteristics to the final product. Also called
super yeasts, kveiks have been gaining ground among brewers and brewers around
the world. In this work, we will address the work efficiency of the Kveik strain from
Voss, Norway, against a traditional yeast in different working conditions, tracing a
comparative kinetic study, followed by a physical chemical study of the final product,
performing a sensory analysis to validate the argument of the quality of these strains,
in wide applications to generate new products, as well as time savings generating

possible cost reduction to the production added to a product pleasant to the taste.

Keywords: Kveik, fermentation, saccharomyces cerevisiae, craft beer, kinetics

analyses
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EPiIGRAFE

“A imaginacao é mais importante que o

conhecimento. Conhecimento auxilia por fora, mas sé a
imaginacao nos leva ao verdadeiro entendimento.

O conhecimento vem, mas a sabedoria tarda ao

tapar os olhos da realidade.”

Albert Einstein
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1. Introdugéao

Segundo Venturini Filho (2010), a cerveja € uma bebida fermentada com uma
histéria de cerca de 8000 anos e tem a sua origem incerta. Especula-se que a
pratica cervejeira possa ter sido iniciada na Mesopotamia, em que crescia uma
espécie selvagem de cevada. Essa bebida foi desenvolvida paralelamente aos
processos de fermentagao de cereais e difundiu-se lado a lado com as culturas de
milho e aveia (AQUARONE, 2008). No Egito, a cerveja era uma bebida nacional e tal
pratica era de responsabilidade dos padeiros, justificado pela natureza das

matérias-primas.

No entanto, com o desenvolvimento dos povos, os processos de produgao
foram se modificando e varios ingredientes eram adicionados para contribuir no
sabor e no amargor. O aparecimento de novos ingredientes e microorganismos foi
responsavel pela diferenciacdo dos estilos e tradicdes de sabores pelo mundo, tais
como métodos e estilo de produzir a bebida de modo geral. Uma grande influéncia
no mercado moderno sao os estilos Farmhouse, tradicionalmente feitos por
camponeses das regides da Franga e Bélgica, conhecidas como Saison Ales, e na

Finlandia e Noruega, conhecidas como Farmhouse ales.

Kveik significa levedura em noruegués e trata-se de um conjunto de
leveduras, em sua maioria da espécie Saccharomyces cerevisiae, de origem
norueguesa ou paises adjacentes, onde existem a cultura milenar das cervejas do
estilo Farmhouse. Segundo Garshol (2020), nestas regides geralmente isoladas, as
cervejas sao produzidas por pequenos fazendeiros e agricultores, com insumos e
técnicas locais, incluindo as leveduras, que eram armazenadas, trocadas e mantidas
entre as geragbes de fazendeiros. Durante a fermentagdo, os fazendeiros
mergulhavam anéis de madeira ou linho, em seguida, secavam e congelavam as
Kveiks ao ar livre. Para reativar as leveduras, os anéis eram mergulhados em mosto
quente (de até 40°C), lembrando que a maioria das leveduras nao sobrevive ao
processo de secagem e congelamento e nem ao in6culo em altas temperaturas,

sendo este um dos diferenciais destas cepas.

A alguns anos atras, as Kveiks, eram pouco conhecidas fora do seu local de

origem, porém sua popularidade vem crescendo, acompanhada de pesquisas e
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publicagdes acerca do assunto, bem como sua utilizagdo na produgédo de cervejas
no Brasil e em outros paises, devido ao destaque de suas caracteristicas em

comparacgao as leveduras tradicionais das quais sao geneticamente distintas.

Vale a pena ressaltar que a grande maioria das Kveiks, afirma Garshol (2021),
sdo negativas para o gene pof-, que resulta em aromas fendlicos que lembram
cravo, canela e pimentas, que sao indesejados para a maioria dos estilos
conhecidos. Um destaque € que na diminuigcdo do controle de temperatura, néo
resulta em aromas e sabores indesejados, como alcoois fuseis, diacetil ou
acetaldeido, tornando possivel produzir cervejas com perfil de ésteres bastante
equilibrado, aromas frutados agradaveis e excelente sinergia com lUpulos mais
contemporaneos e inovadores.

Diante disto, faz-se necessario compreender através deste estudo, investigar
e catalogar as vantagens fisico-quimicas e microbiologicas da fermentagdo com a
levedura Kveik, perante sua histéria ao longo do tempo, uma vez que encontram-se
poucos estudos publicados acerca do assunto. Este estudo tem como objetivo
comparar a qualidade e velocidade de fermentacdo da Kveik “Voss Sigmund
Gjernes” da regido de Voss, Noruega em relagdo a cepa cervejeira tradicional Ale
S-33(Fermentis), proveniente da Bélgica, atestando suas caracteristicas fisico
quimicas e sensoriais superiores. O trabalho divide-se em capitulos onde estado
expostas uma série de revisdes bibliograficas a respeito das matérias primas,
processos de producdo da cerveja, metodologias de andlise e apresentagdo de
resultados. Subsequentemente, iremos detalhar os materiais e métodos utilizados

para realizacado deste estudo.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo Geral

Comparar a qualidade e velocidade de fermentacdo da Kveik Voss “Sigmund
Gjernes” regido de Voss, Noruega em relagéo a cepa cervejeira tradicional tipo Ale
S-33 Fermentis, atestando suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais

superiores.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar caracteristicas e comparar cepa Belga S-33 ao Kveik Voss -
(Yeast Labs) ;

e Desenvolver a receita base de maltes, cereais e Lupulos ;

e Contar, multiplicar e padronizar o inéculo das cepas;

e Acompanhar a cinética de fermentacdo de ambas leveduras e suas
diferentes caracteristicas ;

e Analise Fisico-quimica do produto final ;

3.Revisao Bibliografica

3.1 As Leveduras Kveik e sua Historia

Kveik, de acordo com Preiss (2018) € uma palavra do dialeto noruegués para
descrever “Levedura”, referindo-se especificamente ao conjunto de leveduras nao
purificados que contém varias cepas domesticadas (ndo selvagens) de
Saccharomyces cerevisiae, na qual vem sendo reutilizada por geragbes na
tradicional e nada ortodoxa escola cervejeira norueguesa. Originalmente, a palavra
era usada como um verbo para significar "comegar" ou "recomecar” a vida, e eram
utilizadas por cervejeiros tradicionalmente em fazendas, conhecidos como

Farmhouse brewers, dando origem a um estilo proprio de produgao.

Sao consideradas super leveduras por suas incriveis capacidades de
tolerancia alcoolica e temperaturas elevadas, as kveiks, segundo Garshol (2021),

foram ressuscitadas pelos cervejeiros modernos por terem uma capacidade muito
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peculiar dos fungos, a habilidade de esporar para a proteger a geragéao, portanto,
sdo resistentes a secagem em diferentes faixas de temperaturas. Tradicionalmente,
eram mergulhados anéis de madeira dentro do mosto quente, a cerca de 40°C, que
continham as leveduras em estado seco e congeladas pelas baixas temperaturas do
ambiente. As mesmas, eram capazes de se reidratar e iniciar o trabalho de
multiplicagdo celular e fermentagado alcodlica, muito rapidamente e por estes fatos,

ficaram conhecidas como “super leveduras”.

Figura 1 — Anel de Kveik

Fonte: Historical Brewing Techniques: The Lost Art of Farmhouse Brewing ,Garshol Lars

Atualmente, de acordo com Kawa-Rygielska (2021) sédo conhecidas
aproximadamente 55 tipos diferentes de cepas, as quais diferem-se pelo seu local
de origem e a sua capacidade de geracdo de aromas e sabores, dadas as proprias
condigdes locais impostas. Abaixo, estdo listadas algumas das cepas com sua
origem e caracteristicas de tolerancia alcodlica, taxa de inoculo, quantidade de
microorganismos presentes no aglomerado e forma de coleta indicada para melhor

reaproveitamento.
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Figura 2 — Diferentes cepas de Kveik ,origens e caracteristicas genéticas.

Mo Name Owner Place NCYC Pitch Harvest Bacteria POF Strains Max ABV
1 Sigmund Sigmund Gjernes Vestbygdi 3995 39 bottom N N |3 13
2 Rivenes Svein Rivenes Dyrvedalen 3545 37 top T

3 Siranda Stein Langlo Stranda 4021 30 lop M 1 16
4  Muri Bjarme Muri Olden 4045 32 Y 2 14
5 Horindal Terje Raftevold Grodas 4051 30 fop Y N 8 18
6 Laerdal Dagfinn Wendelbo Lazrdal 4283 30 either Y M B 14
7 Granvin Tor Slver Helland Dyrvedalen 30 bottom M N 16
8 Tormodgarden Sigurd Johan Saure Sykkyhven 41711 30 bottom M M 10 15
9 Ebbegarden Jens Aage @vrebust Stordal 4224 2B top Y M 16
10 Framgarden  Petter B Gvrebust Stordal 4170 30 M N 16
11 Lida Samuel Lien Grodas 33 top

12 Mupen Jarke Nupen Eidsdal 4196 31 top N a

13 Arset Jakob Torp Arset Eidsdal 28 top

14 Eitrheim Reidar Eitrheim Bleia 4284 37  either

15 Normes John Normes Dyrvedalen 4101 36 5

16 Simonaitis
17 Midt

jus Simonaitis Joniskelis 4207 35 top Y Y 5 15
idtbust Stordal 33 too &

"ARE THERE MAMNY TYPES?"

Fonte: Kveik Yeast Explained: Behind the Magic ,Homebrew Academy

As diferentes cepas, apresentam inumeras caracteristicas de aroma,
atenuacao e floculagdo ao produto final. Algumas das variantes apresentam em seu
perfil fermentativo aromas de especiarias, essas diferenciam-se por conter seu gene
POF1 ativo. Segundo Meaden et al. (1991), o gene (POF1), que confere a levedura
(Saccharomyces cerevisiae) a capacidade de descarboxilar acidos fendlicos, como
acido ferulico e trans-cindmico. Esta propriedade foi previamente indicada como uma

causa da producéao de sabor fendlico na fermentacdo do mosto.

Algumas caracteristicas sao descritas em sua grande maioria como sabores

frutados, citricos ou levemente neutros, conforme a figura abaixo (Figura 3):
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Figura 3 — Diferentes aromas descritos nas cepas

Sykkylven 1 Limpa, Frutada, Maltada, RUM

Sykkylven2 Frutado Sutil, malte acentuado, Lembra ligeiramente uma levedura lager

Laerdal2 Levemente frutado, leve borracha, floral, sabor doce

Strandal Citrico, mag¢a vermelha, muito limpo e seco, equilibrado

Stordal(framgarden)1 Ester citrico elevado, ligeiramente quente, maca vermelha, floral, maltado

Stordal(framgarden)2 Maca vermelha, leve crocante / sulfiirio (agradavel) carater lagery, floral, frutas tropicais leves, acidez leve
Stordal(ebbegarden)1 Rum

Stordal(ebbegarden)2 Citrica, maca vermelha, floral, limpa e equilibrada

Muril* Terra, ervas, enxofre, magd, péra, cravo muito leve, ndo super seco apesar da atenuacio ridicula (- 95%)
Voss(Gjernes)1 Laranja, floral, sabor equilibrado, bom corpo

Voss(Gjernes)2 Cidra, floral, leve terroso, leve laranja, limpa, seca

Hornidall Tropical, abacaxi, rum

Hornidal2 Floral, rosa

Hornidal3 Laranja, ma¢a vermelha, rum

Granvinl Laranja de menor intensidade, maga vermelha, abacaxi leve, “Kveiky"”, balanceado

Granvin2 Esteres balanceados, citro nio tao intenso, ligeiro enxofre (agradavel), seco e fino .

Fonte: Dicas e Resultados do uso da levedura Kveik, Beer School, 2020.

Caracteristicas distintas de aroma, bem como diferentes caracteristicas
organolépticas do produto final, diferem as iniumeras cepas ja encontradas e
isoladas por grandes marcas, criando um novo e extenso leque de aplicagdes e
estilos a serem explorados. Devido a essa distinta gama de aromas, atenuacgao
aparente e floculagdo especifica, as varias cepas podem ser escolhidas para seu

melhor aproveitamento referente ao uso e aplicagao desejada.

3.2 Matérias-Primas

3.2.1 Agua

A agua constitui a maior parte integrante da cerveja é portanto, de suma
importancia para a qualidade da bebida. Receitas tradicionais de cerveja séo
constituidas por aproximadamente 95% de agua. Por esse motivo, a sua qualidade é
primordial na elaboracdo de qualquer tipo de cerveja; estar de acordo com os
padrées de potabilidade para consumo, bem como seus ajustes especificos para o
processo cervejeiro sao imprescindiveis. Partindo desse pressuposto, a auséncia de

ion Cloro e contaminantes quimicos e/ou microbiolégicos sao essenciais para
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produzir uma bebida de alta qualidade. Segundo Palmer (2013) , os ions que
compdem a agua de cada estilo sdo responsaveis por ressaltar e controlar
caracteristicas de sabor e palatabilidade. Alguns ions como Cloretos e Sulfatos sao
responsaveis por equilibrar o balango de dulgor e amargor, respectivamente. Os ions
Calcio e Magnésio, compreendem o conceito de dureza da agua e participam
ativamente desde a mosturacdo melhorando a extracdo de acucares, até a
fermentagao/maturacdo aumentando a clarificagdao do fermento.

De acordo com Palmer (2013), o sédio e o cloreto arredondam e acentuam a
dogura da cerveja, enquanto que os sulfatos e o magnésio acentuam o amargor do
lupulo. E necessario conhecer e entender o perfil dos minerais da agua utilizada na
fabricacdo e discernir o perfil desejado em cada receita a fim de aferir a agua de
mosturagdo corretamente. Ainda existem os ions Carbonatos que s&o responsaveis
por controlar a alcalinidade residual da agua e podem ser imprescindiveis em
produgdes de cervejas escuras que apresentam alta intensidade de taninos e acidez
pelo processo de malteacéo e torra dos maltes.

O pH tem grande influéncia na agcao das enzimas no processo de mosturagao
e fermentacdo uma vez que, toda enzima tém um pH 6timo de atuagdo e a medida
que esse cenario se afasta do ideal, seja pelo seu aumento ou diminuicédo, a
atividade enzimatica é prejudicada. Segundo Borzani et al. (2008) a influéncia do pH
sobre a catadlise enzimatica é exercida sobre grupos dissociaveis de varios
aminoacidos e alguns desses grupos podem fazer parte do sitio ativo ou serem

importantes na manutengao da estrutura espacial da molécula.

3.2.2 Malte

Maltear um cereal é uma técnica que consiste em interromper sua
germinacgao exatamente no momento em que o grdo se encontra na fase de maior
atividade enzimatica e disponibilidade de conteudo de agucares redutores. Ao
umedecer um grao ele inicia seu processo de germinagdo e seu conteudo

enzimatico aumenta consideravelmente.

Apés iniciada a germinacéo, de acordo com (Farzaneh et al. (2017), o gréo é

rapidamente seco a fim de interromper os processos bioquimicos naturais.
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Exatamente no momento da secagem é possivel controlar as caracteristicas do
malte, através da temperatura e tempo empregados no processo, dando origem a
maltes com caracteristicas torradas e até defumadas, os chamados maltes

especiais.

Este tipo de componente é utilizado para conferir propriedades sensoriais a
cerveja, como: cor, sabor e aroma. E sao utilizados em proporgdes pequenas, ja que
apresentam um poder diastatico menor devido ao seu processo de producdo. A
combinagao proporcionada de todos os tipos de maltes, compdem grande parte das
receitas modernas a fim de distinguir suas caracteristicas fisico-quimicas e

sensoriais.

Figura 4 — Tipos de malte.

Fonte: alcofun.com

3.2.3 Lupulo

O lupulo é conhecido por ser o ingrediente mais moderno inserido na cerveja.
Lapulo é uma flor da familia das cbnicas trepadeiras de regides frias. Nativas das
regides temperadas da América do Norte, Europa e Asia, sdo adaptadas ao clima
frio destas regides. Segundo Palmer (2006) passou a ser inserida por volta do
século 16 nas receitas, e se popularizou no século 18 por sua larga utilizagdo em
receitas conhecidas como Indian Pale Ale (IPA).Composto por resinas amargas,

Oleos essenciais, polifendis e outros compostos, listado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composig¢ao quimica do lupulo em flor.

Caracteristicas Porcentagem (%)
Resinas amargas
totais 12 - 22
Proteinas 13-18
Celulose 10 -17
Polifendis 4-14
Umidade 10-12
Sais minerais 7-10
Acucares 2-4
Lipidios 2,5-3,0
Oleos essenciais 0,5-2,0
Aminoacidos 0,1-0,2

Segundo Daniels (1996), por sua composicdo de 6leos e resinas, o lupulo
confere caracteristicas de amargor mais acentuadas apds a isomerizagdo na
fervura, dando origem aos Alfa e Beta acidos. Sdo compostos responsaveis na
cerveja pelo balango de dulgor do malte, bem como sua estabilidade microbioldgica,

pois apresentam inumeras caracteristicas antibacterianas.

O Ilupulo se tornou o ingrediente mais precioso nas Uultimas décadas
apresentando inumeras inovagdes por cruzamento de ragas tradicionais, originando

um novo universo de aromas e sabores a serem explorados pelos produtores.

Figura 5 — Flor de Lupulo

Fonte: WE consultoria.
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3.2.4 Levedura

A evolugao da microbiologia e o entendimento do organismo levedura em
1860 por Louis Pasteur, pertencentes ao reino fungi, permitiu o desenvolvimento do
processo fermentativo de maneira mais controlada. A levedura, afirma Palmer
(2006), € um microrganismo unicelular que se reproduz assexualmente por divisédo
celular e tem a capacidade de sobreviver em ambientes com e sem a presencga de
oxigénio, e portanto, respira e se reproduz em condi¢gées aerdbias ou anaerdbias.
Esta caracteristica permite a adaptabilidade que através do conhecido ciclo de
Krebs, o microrganismo esteja preparado para respirar e se multiplicar na presenca
de oxigénio , ou simplesmente sobreviver na auséncia do oxigénio, quando entra em
sua fase anaerébia produzindo ATP dos acgucares, liberando alguns composto

acidos,ésteres e principalmente CO2 e alcool EtOH(etanol).

Figura 6 — Representacao do Ciclo de Krebs
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De acordo com Venturini (2010), as leveduras tradicionais usadas no

processo cervejeiro, subdividem-se em duas espécies, a Saccharomyces cerevisiae

que tendem a se acumular no topo do biorreator e por isso sdo chamadas de “Ale”,
possuem faixa de trabalho em temperaturas entre 16-24°C, e tornam-se inativas
abaixo de 12°C. A segunda espécie mais largamente utilizadas pela industria

cervejeira moderna, as leveduras do tipo Lager, as Saccharomyces uvarum, sao

conhecidas por se depositarem no fundo do recipiente e fermentarem em
temperatura baixa, por volta de 4-12°C. Estas, possuem o MEL que Ihes concede a
producdo da melibiase, enzima capaz de quebrar a ligagdo Glicose-Galactose
presente no trissacarideo Rafinose, liberado durante a mosturacdo do amido,
produzindo assim cervejas mais secas e atenuadas, com menor conteudo de agucar

residual.

Na fermentacdo do mosto a levedura utiliza os acucares, proteinas,
micronutrientes e ions do mosto para a sua sobrevivéncia e reproducao, fases
responsaveis pela geragao de etanol, gas carbonico ,acidos organicos, agua e todos
0s compostos responsaveis por aromas e sabores , como ésteres e fendis

caracteristicos de cada cepa distinta.

3.3 Processo de Producao de Cerveja

3.3.1 Moagem

De acordo com Venturini (2010), a moagem €& uma operacgao unitaria, de
exposicao do conteudo amilaceo dentro do endosperma do grdo, facilitando o
acesso da agua as enzimas e agucares redutiveis. Este processo influenciara
diretamente na velocidade e eficiéncia da mosturagdo, uma vez que a velocidade de
reacdo esta ligada diretamente a superficie de contato entre as moléculas e

enzimas.

Para que seja possivel obter um mosto cristalino e bem homogéneamente
convertidos, manter as cascas mais intactas possivel, € imprescindivel. Portanto, a
escolha do moinho e da granulometria , sdo essenciais para cumprir a tarefa com

maior eficiéncia possivel.
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Mais usualmente utilizado nas produgcbes modernas, o moinho de rolos

recartilhados movido por motores , sdo os mais difundidos pela literatura.
3.3.2 Mosturagao

A mosturacdo consiste no processo de hidrolisacdo de todo conteudo dos
cereais, maltados ou ndo. Esse processo consiste na parada de todos os graos em
agua quente, com temperatura e pH especificos , a fim de liberar todo o conteudo
enzimatico presente nos graos maltados. Segundo Venturini (2010), essas enzimas,
serdo responsaveis por transformar os macronutrientes agora dissolvidos em
unidades menores, e portanto consumiveis pelas leveduras na fermentagao
primaria. Agucares complexos, proteinas de alto e médio peso molecular, bem como
as enzimas, trabalham para produzir um substrato nutritivo e adequado para uma

fermentagcao saudavel.

Como a mosturacdo € um processo enzimatico, o controle da temperatura é
essencial para o alcance do objetivo proposto, isso significa que de acordo com a
temperatura, faz-se o favorecimento de determinada enzima, em detrimento da
outra. Venturini (2010), afirma que algumas das rampas conhecidas estdo 40-45°
usada para uma producdo de precursores de acido ferulico do trigo. A parada de
50-55°C, é conhecida como parada proteica, em que as proteases sao favorecidas.
Porém, as rampas mais importantes para o processo € a sacrificagcdo onde as
amilases sao favorecidas e ocorre toda a quebra do amido em agucares mais
simples. De acordo com a proposta sensorial do produto, faz-se o ajuste de
temperatura favorecendo a alfa ou beta-amilase, produzindo agucares mais ou

menos reduzidos.

Diante do exposto, explica Borzani (2008), que o pH tem suma importancia
nesse processo, uma vez que toda enzima apresenta um pH 6timo de trabalho, que
necessita ser respeitado para que ocorra, e caso ocorra uma perda do tampao,
causam entre outros motivos, alteragcdo da conformacgado espacial do catalisador,

influenciando negativamente a aproximacgao do sitio ativo.
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3.3.3 Clarificagao do Mosto

De acordo com Venturini (2010), a clarificagdo € uma operacgao unitaria que
consiste em recircular o mosto sobre a sua propria cama de graos, a fim de facilitar a
retencdo natural de cascas e bagacilho, capturando qualquer particulado indesejado.
Atualmente é executada por bombas de elevagao em diferentes tipos de layouts dos

equipamentos.

Apos esta etapa, o leito de graos € lavado com uma certa quantidade de
agua, na temperatura do Mash Out 75-79°, para extrair o maximo de agucar

possivel, elevando a eficiéncia e rendimento do processo pré fervura.

3.3.4 Fervura

A fervura € uma etapa crucial ao processo moderno, pois além de promover a
esterilizacdo por tempo em alta temperatura (acima de 99°C), também promove o
chamado Hot break, que consiste na coagulagcdo e precipitacdo de proteinas
insolUveis, aumentando a eficiéncia da clarificacdo do mosto pré fermentacdo. E
importante ressaltar também que durante e fervura, varios compostos indesejaveis
serao eliminados. Segundo Palmer (2006), no mosto existem compostos sulfurados
que se modificam durante a fervura, produzindo moléculas precursoras do dimetil
sulfeto (DMS), que confere a cerveja final sabor de vegetais cozidos como milho por

exemplo.

De modo geral, a etapa de fervura tem duracéo de 60 a 120 minutos, onde
recebe as primeiras adigdes de lupulo, para conferir amargor a cerveja e maximizar
a isomerizagao dos acidos e resinas, que apos isomerizados, tornam-se alfa-acidos
e beta-acidos, conferindo o IBU, unidade quantificavel de amargor da cerveja.

Vale ressaltar que o processo de fervura ndo € obrigatério e ndo foi sempre
utilizado na historia da bebida. Uma vez que o conhecimento sobre tais beneficios

nao era difundido e conhecido até entao.
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3.3.5 Resfriamento

Segundo Palmer (2006), bem como um processo de esterilizacdo, o
resfriamento deve ser rapido e eficiente, para que evite-se também a proliferacdo de
qualquer microrganismo contaminante no mosto. Um resfriamento rapido permite
uma inoculagao rapida da cepa, o que pode garantir uma melhor estabilidade celular
do processo fermentativo. Um aspecto importante do rapido resfriamento do mosto é
provocar a precipitacdo de algumas proteinas através do choque térmico, o
chamado Cold Break. Nesta etapa afirma Venturini (2010), também é utilizada a
técnica de Whirpool, que consiste em agitar o mosto com movimentos circulares
promovendo a decantagdo e acumulo do trub (complexo de proteinas, resinas e

taninos) no centro do recipiente, facilitando a clarificagdo do mosto pré fermentacéo.

3.3.6 Fermentagao

A fermentacdo é o processo mais importante para a bebida, no qual a
levedura transforma o mosto rico em agucares, na cerveja, através da produgao de
etanol, gas carbdnico e outros compostos precursores de aromas e sabores,que
conferem as caracteristicas unicas ao produto. Dito isto, afirma Venturini (2010), que
por se tratar de um processo envolvendo o metabolismo de um ser vivo, deve-se
controlar parametros como a temperatura, nivel de aeragdo do mosto e pH, para que
o objetivo final seja alcangado e nao seja produzido os chamados “off flavors”, que
sdo compostos responsaveis por propriedades sensoriais indesejadas, formados por

desvios metabdlicos.

Pode-se dividir a fermentacdo em duas fases ou em dois processos distintos:
a fase aerdbia, que tem duracdo de poucas horas, ocorrendo a adaptagao do
fermento ao meio que foi inserido, necessitando da presenga de oxigénio para que
aconteca a multiplicacdo de células e o consequente aumento da populacdo. Ja a
fase anaerdbia é realizada com auséncia de oxigénio, em que o fermento é obrigado
a mudar o seu metabolismo e comega a produzir etanol e gas carbdnico, juntamente

com compostos secundarios.
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De acordo com Venturini (2010), As cervejas sdao comumente divididas em
dois grandes grupos, de acordo com o tipo de fermentacdo que elas realizam. As
cervejas de alta fermentacao (do tipo Ale), sdo aquelas em que o fermento trabalha
se acumulando na parte de cima do fermentador, a uma temperatura entre 17-24°C.
Ja as cervejas de baixa fermentagcdo (do tipo Lager), sdo caracterizadas pela
fermentacdo em temperaturas mais baixas, entre 4-12°C e o levedo se acumula no

fundo do fermentador.

3.3.7 Maturacao Fisico/Quimica

Apods o final da fermentacéo, inicia-se o processo de maturagdo, em que a
cerveja sera submetida a temperaturas entre 2°C e 5°C acima da sua fermentacéo,
fazendo com que as leveduras eliminem composto indesejados que tenha sido
formados na fermentagdo primaria, como Butiricos e Acetaldeido sdo eliminados

nessa fase.

Isto posto, afirma Nachel (2008), que depois da maturacdo quimica,a bebida
€ submetida a um resfriamento gradual atingindo temperaturas entre 0°C e 3°C, e
tem como objetivo eliminar compostos protéicos, fragmento de lupulos e Leveduras
inativadas, através da decantagcdo ao fundo do biorreator, para ser purgado
posteriormente. Este objetivo da maturagao é promover a clarificacdo da cerveja a
partir da sedimentagédo ,cujo processo € comumente utilizado como coadjuvantes

como floculantes e gelatina.

3.3.8 Envase

O envase € a etapa de acabamento da cerveja, onde sera recebida pelo
consumidor final. Podendo ser feito em garrafa de vidro ambar, latas de aluminio,
barris de inox/pet e growlers. Nesta etapa, sera feita a corregdo da carbonatagao do
produto que pode ser realizado pelo processo forgado, em que se dissolve CO, no

liquido gelado, através da aplicagéo por pressao desejada.

Por outro lado, de acordo com Palmer (2006), existe um processo muito
utilizado por cervejarias classicas e o0 pequenos produtores, o priming ou
refermentacdo, em que, na hora do envase € adicionado a cerveja uma quantidade
de agucar ou mosto, calculado para que as leveduras ainda presentes no produto

possam realizar uma pequena fermentagédo e produzir um pouco mais de etanol e
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CO,, gaseificando a bebida. Este processo também elimina a oxidagdo, pois a

levedura utiliza na refermentacdo as moléculas de O,

Vale ressaltar que a cerveja comumente pode passar pelo processo de
pasteurizagdo, sendo esse mais aplicado nas cervejas de massa e/ou produto que
estardo sujeitos ao transporte e longos periodos de viagem, até outros paises por
exemplo. Cervejas artesanais e craft beers normalmente ndo serao pasteurizadas, a

fim de manter a qualidade e frescor dos compostos aromaticos da bebida.
3.4 Levedura Kveik “Sigmund Gjernes” Voss

Para realizacao deste estudo, foi escolhida uma cepa conhecida como Voss ,
doada por Sigmund Gjernes ,fazendeiro local, isolada pela empresa brasileira Yeast
Labs de Franca-SP, nome comercial YLB 1010-Voss Kveik, cuja descricao indica
altas tolerancias a temperatura, volume alcéolico e em baixas temperaturas pode
gerar cervejas limpidas e neutras. Algumas de suas vantagens incluem a geragao de
diferentes tipos de aromas frutados, possibilitando também a aplicagédo em cervejas
modernas como IPAS e APAs, além de suas tradicionais receitas como Saisons e
Farmhouse Ales. Segundo Garshol (2021), sédo leveduras de facil armazenamento e
manutengdo. Proporcionam uma gama de aplicagbes ao cervejeiro pois geram
aromas e resultados distintos em determinadas temperaturas e taxa de indculo,
oxigenagao e tempo de trabalho. A Voss devera apresentar caracteristicas frutadas

nas condigdes escolhidas para o estudo.

Por possuir alta velocidade de consumo de acucar, resultando em uma
fermentacdo mais rapida e altamente atenuada, ou seja, gerando um produto final
com pouco acgucar residual. Além disso, promete ser um cepa altamente floculante,
uma caracteristica que facilita o processo de clarificacdo da cerveja durante a
maturagdo. Outra vantagem desta distinta cepa, é a necessidade de menores
quantidades de levedura para o processo, ou seja, menos insumo a ser comprado e
armazenado. Além do controle de temperatura exigido ser minimo, diminuindo os
custos de producdo pela eficiéncia energética do processo de fermentagdo e o
tempo de aluguel no tanque ser acelerado. Facilitando a rotagdo dos biorreatores
dentro de um processo fabril. Porém para este estudo, as taxas de indculo foram
padronizadas a fim de gerar resultados consistentes, sem utilizar de tendencialismo

para inducdo de resultados.
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3.5 Levedura controle SafAle™ S-33 Belgian Ale(FERMENTIS)

Dentro deste cenario, a cepa de controle escolhida foi o S-33, Belgian Ale
style, da empresa francesa FERMENTIS. Sua escolha se deu pois assemelham-se
em alguns aspectos como alta tolerdncia alcodlica, auséncia de aromas
fendlicos(POF-), producdo de ésteres frutados e alcool fuseis totais, em niveis
medianos, gerando um comparativo ndo tendencioso ao fermento noruegues fonte
deste estudo. De acordo com o fabricante, o seu tempo de floculagdo média devera
ser semelhante ao fermento Voss, juntamente a sua faixa de temperatura de
trabalho escolhida. Porém, todas as taxas e suas curvas cinéticas seréo
comparadas por processo de fermentagcao simultaneas e posteriormente todas as

analises executadas e apresentadas.

4. Materiais e Métodos

4.1 Material

Insumos cervejeiros basicos como malte, cereais lupulo e leveduras
tradicionais foram adquiridos através do Brew Shop online Lamas - Campinas. A
levedura nordica Kveik Voss foi adquirida com a comunidade cervejeira da Cidade

de Joao Pessoa, Acerva-PB.

4.2 Métodos

4.2.1 Reidratagao e Starter de Cultura

Uma vez que a cepa de controle foi adquirida em sua forma liofilizada, faz-se
necessario aplicar um método valido de reidratagao. Seguindo as especificagdes do
laudo técnico para a cultura de controle SafAle™ S-33 da Fermentis, fora escolhido
como protocolo padrdao para a cepa, a reidratacdo ira acontecer com agua
esterilizada, na faixa dos 28°C com descanso de 1 hora. A lama formada sera
inoculada diretamente no mosto resfriado.

Para o Kveik Voss, que fora adquirido em sua forma liquida e ja se

encontrando vencido de sua validade, apds a contagem em camara de Neubauer foi
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atestada a presenca de células vivas, desta forma, possiveis de serem reativadas.
Posteriormente, prosseguimos ao starter de cultura para aumento de viabilidade das
células vivas, a fim de atingir um padrao na taxa de inéculo para ambas as cepas,
uma vez que a origem incerta do Kveik ndo deve intervir na veracidade deste
estudo. De posse de 400ml de mosto com gravidade original de 1.035 ou 8,5 BRIX,
a levedura sera inoculada, e mantida em agitacdo constante no agitador magnético
com peixinho, por 48 horas, totalmente pronta para passar pelo teste de viabilidade
do método qualitativo de lodo, em que segundo Quain (1983), possibilita uma
identificacdo rapida do glicogénio celular, por comparagdo da absor¢cédo de cor da
lama do fermento, cujo a presenga de alto glicogénio celular permite a tintura de

iodo(2%) penetrar e reagir com o polissacaridio, apresentando coloragao roxa.

4.2.2 Determinagao de Proporgoes de inéculo

Apos a avaliacdo de viabilidade dos fermentos prontos para serem
adicionados ao mosto resfriado, foram determinadas as taxas de inéculo por volume
de cerveja produzida por Biorreator, a fim de padronizar ambos os microrganismos.
O método de contagem de células por Microscopia utilizou a camara de Neubauer
(CLEMINTINO et al. 2020) onde o fermento foi diluido e colorado por Azul de
metileno (0,2% m/m). A cadmara de Neubauer permite uma contagem precisa sobre
0s quadrantes, nos quais foram identificadas as células de leveduras,
diferenciando-se pela cor apresentada internamente a sua membrana plasmatica.
Revelados pelo método, os microorganismos vivos e viaveis, apresentam resisténcia
a penetragao da tintura, mantendo seu interior livre da cor azul, enquanto que os
microorganismos mortos, nao possuem manutengcdo da sua pressdo osmaotica, e

portanto , a membrana € penetrada pela tintura.
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Figura 7 - Contagem de células viaveis no Kveik por método de Neubauer antes e

depois da propagacgao, respectivamente a esquerda e a direita.

Fonte: Autor.

Apos finalizado o starter de cultura, as leveduras foram decantadas e
separadas de sedimentos protéicos do DME por decantagédo a frio. A separagao
manual permite bom aproveitamento do fermento saudavel. A contagem total de
microrganismos foi feita apds a preparagéo da amostra, contendo 1 ml de leveduras,
1 ml de tintura azul e 18ml de agua destilada, atingindo uma diluicdo de 1:20. A
contagem pela cédmara aplicada aos calculos, apresentou 214 milhdes/mL de
células vivas e em boa saude gliconeogénica.

Uma vez que que os 12 litros de mosto a 13 Brix°, necessitam de uma
demanda de 100 bilhdes de células viaveis, foram adicionados cerca 400 ml de lama
ao biorreator, em procedimento de underpitching, ou seja, inoculagdo com taxa de
leveduras ligeiramente abaixo do estimado, a fim de promover maior formacao de

aromas durante a fermentagao.
4.2.3 Formulagao das Cervejas

A formulagdo da receita base foi pensada para atuar como um parédmetro
neutro, evitando a formagao de muitos precursores de ésteres provenientes do malte
e portanto, abrindo espago para que toda formagao de aromas seja esperada pelo
processo fermentativo. Aumentando assim a confiabilidade no método utilizado para
este estudo. Uma batelada foi preparada no equipamento automatizado Bier Maker

de 30 Litros, para melhor padronizacédo da produgado. O mosto resfriado fora dividido



35

em duas Bombonas atdxicas herméticas , que foram escolhidas como biorreator
para este estudo, com aproximadamente 12 Litros cada, possuindo um grande
“headspace” para servir de layer com atmosfera interna, aumentando a geragao dos
aromas na fase lag da fermentagado, pois possibilitou maior absorgdo de oxigénio
para as leveduras se multiplicam e adaptarem-se melhor. As formulagdes estao

expressas na tabela 2 abaixo:

Tabela 2 - Formulacéo da cerveja.

Porcentagem

INSUMOS Peso (g) m/m

Malte Pilsen* 2500g 62%
Flocos de Arroz* 500g 12%
Trigo Branco* 400g 10%
Malte Melanoidina* 509 1%
Malte Biscuit* 50g 1%
Floco de Aveia* 1659 4%
Candy Sugar Ambar 400g 10%
Lapulo Amargor 30g 1,25 g/L
Lapulo Sabor 429 1,75 g/L

Fonte: Autor.

4.2.4 Processo de Produgao

A producéo das cervejas foi realizada no Laboratério de Produtos Fermento
Destilados (LPFD), localizado em Jodo Pessoa, Campus | — UFPB. A metodologia
utilizada foi a de Venturini Filho (2010) com algumas adapta¢gbes no processo, de

acordo com a figura abaixo (Figura 4):
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Figura 8 - Fluxograma de producgao da cerveja.

FLUXOGRAMA DE
PRODUCAO
CERVEJA

FERMENTASA'\O FERMENTACAQ
BIORREATOR 1 BIORREATOR 2
ALE 5-33 KVEIK VOSS

MATURACAO
COLD CRASH

MATURACAO

VA COLD CRASH

Fonte : Autor, via Canvas

4.2.4.1 Moagem do Malte

Os maltes foram moidos com um moinho de rolos recartilhados da Cervejaria
Philipeia , com a finalidade de apenas abrir as cascas e expor a parte central do
cereal. O moinho é ajustado para manter as cascas inteiras, para melhorar a

filtracdo durante a mostura e nao trazer adstringéncia de taninos a bebida final.
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Figura 9 - Moagem dos graos.

Fonte: Autor.

4.2.4.2 Mosturacgao

Na mosturagéao, foi realizada a infusdo dos maltes moidos em 20 Litros de
agua potavel, tratada com 4,5g de CaCl2, 2,5 de Ca(SO4) e 0,5g de Vitamina C, a
56,0 °C, para que descansem por 10 minutos em 55°C para conversio protéica dos
cereais nao malteados como flocos de arroz, aveia e trigo branco. A segunda rampa
foi elevada para 68°C por 90 minutos a fim de ativar as enzimas Alfa e Beta amilase,
para conversao do amido, com recirculacdo constante por uma bomba ,que
homogeneiza e clarifica 0 mosto. Apés 10 minutos, o pH 5,2 foi aferido e atestado
como ideal para a mostura do grist escolhido. Ao fim dos 90 minutos, o mosto foi
aquecido a 77°C para Mash-out , e submetido a lavagem também a 77°C, atingindo
um volume de 27 Litros de mosto a 10,5 °Brix pré fervura. A eficiéncia estimada foi
de 82% .
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Figura 10 - Etapa de mosturacéo.

Rampas: Proteolitica a esquerda e Sacarificagao a direita.

Fonte: Autor.

4.2.4.3 Clarificagcao do Mosto

A clarificagcdo do mosto foi realizada através da recirculagcdo do mosto, pela
bomba controlada remotamente por cerca de 30 minutos, utilizando como leito
filtrante os graos decantados sobre o fundo falso do cesto de inox dentro da tina que

impedem a passagem dos gréos para a tina principal.

4.2.4.4 Lavagem

Na lavagem, foram utilizados 12 litros de agua a 77,0 °C em sistema lavagem
por continua manual, descendo continuamente sem perturbar o leito de graos, para

nao atrapalhar a clarificagédo do mosto.
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4.2.4.5 Fervura

A fervura foi dividida em duas etapas e teve duragao total de 90 minutos. Os
primeiros minutos foram fervidos a poténcia maxima do equipamento, para promover
a evaporagao de possiveis precursores de off flavors, provenientes do malte e dos
cereais. Aos 60 minutos finais, foi adicionado 30g de lupulo Cascade contendo 6,6 %
de alfa acidos a serem isomerizados na fervura, a fim de conferir o amargor de
aproximadamente 19,5 IBU a cerveja. No ultimo minuto de fervura, foi adicionado
42g de lupulo Columbus, com 1,4 % de alfa acidos , que por ser submetido a apenas
alguns minutos entre a temperatura de fervura e o resfriamento até 70°C, conferem
apenas 3 IBUs , somando aproximadamente 22,5 IBU a bebida final. Aos 15 minutos
para o final da fervura foram adicionados 400g de candi syrup vermelho, trata-se de
um acucar invertido por hidrolise e aquecimento, acrescido de extrato de malte
seco(DME), para trazer conteudo nitrogenado e proporcionar as reagdes de maillard
e caramelizacado durante 30 minutos de fervura a 171°C para conferir complexidade

e ajuste de cor da bebida .

Figura 11 - Lupulo Cascade em Pellet utilizado na brassagem

Fonte: Autor.

Figura 12 - Candi syrup vermelho caseiro

4.2.4.6 Resfriamento

Apos finalizada a fervura, o mosto submetido ao resfriamento por contra fluxo,
a agua quente reutilizada para a sanitizagdo das bombonas atoxicas, com lodo 2%,

e 12 litros de mosto final foram divididos para cada biorreator.
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Figura 13 - Processo de resfriamento por chiller de contra fluxo

Fonte: Autor.

4.2.4.7 Fermentagao

A fermentacdo ocorreu de maneira simultdnea, onde 0 mesmo mosto foi
dividido igualmente para dois biorreatores idénticos, previamente sanitizados. Cerca
de 12 litros de mosto resfriado foi transferido, aerado manualmente e receberam
separadamente os fermentos correspondentes. A figura 14 ilustra os biorreatores
dispostos no freezer com controlador ajustado a 26°C , temperatura de fermentagao

estatica para o processo escolhido. O processo levou 6 dias para ser completado.

Figura 14 - Biorreatores.

Fonte: Autor.
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4.2.4.8 Maturagao

As cervejas foram maturadas a uma temperatura de 1°C durante 5 dias. Com
objetivo de clarificar proteinas e diminuir a turbidez causada pela prépria levedura
em suspensdo. Os resultados desta clarificacdo serdo apresentados pela

turbidimetria executada por método espectrofotométrico .

4.2.4.9 Envase (Primming)

Ao fim da maturacdo, foi adicionado uma solugdo de primming com uma
quantidade de agucar de 5,5g/L e 100ml de agua fervidos por 5 minutos,
adicionados a cerveja clarificada. Para obter um volume de CO2 dissolvido de
aproximadamente 2,1 volumes de CO2/litro de cerveja, para manter as
caracteristicas histéricas da bebida. Através da preparacdo da solugdo, foi
adicionada ao balde de envase e em seguida, as garrafas previamente esterilizadas
em autoclave e lodo 2%, foram encravadas para que ocorresse a refermentagdo em

um periodo de 5 dias a uma temperatura de 25°C.

4.3 Acompanhamento Cinético da Fermentagao

O acompanhamento cinético foi realizado com analises periddicas duas vezes
ao dia até o fim da fermentacéo. Todas as amostras tiveram o gas carbdnico retirado

com auxilio do bastao de vidro antes de serem analisadas.

Os solidos totais soluveis foram determinados com auxilio do refratdmetro de
Brix, possibilitando o0 acompanhamento da evolugdo do consumo de agucares, bem

como a producao de alcool e CO2 por ambas leveduras no mosto.

O acompanhamento da variagdo do pH foi feito com o potencibmetro da
marca Quimis microprocessado de bancada, modelo 0400 MT como descrito pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008).

Durante a cinética da fermentacdo as amostras foram separadas e

congeladas, para que ao fim do processo de floculagdo das cepas, fossem
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executadas o procedimento de Turbidimetria via Espectrofotometro uv-vis, no
comprimento de onda de 600nM indicado pela literatura, para acompanhar o

crescimento e manutengao das ceélulas durante e apds o processo.

4.4 Analise Fisico-Quimica do Produto Final

A analise dos produtos finais foram executadas apos 6 dias da refermentacao
na garrafa, apés a retirada do gas com auxilio de um bastdo de vidro, foram
separadas e destinadas aos equipamentos especificos nos quais todas as

temperaturas foram aferidas e corrigidas posteriormente.

A anadlise de gravidade especifica foi realizada por um Densimetro de massa
especifica com proveta de 250ml, a amostra desgaseificada manualmente, até o

equilibrio da solugao.

Para determinar o teor de agucar em solugcdo e o percentual da sacarose
residual foi utilizado um Sacarimetro de Brix com proveta de 250ml, a amostra

desgaseificada manualmente, até atingir o equilibrio do equipamento.

Para a determinagdo de sodlidos soluveis na solugao final, foi utilizado o
Refratbmetro de Brix de bancada, medindo o indice de refragdo da amostra, a ser
corrigido pela presenga de alcool e outros metabdlitos na mistura, que alteram o

indice de refragdo da agua com agucares, o extrato primitivo esperado pela bebida.

A determinagéo do pH das cervejas foi executada pela técnica de medigéo de
hidrogénio i6énico com eletrodo de vidro sensivel ao H30 + em solug&o, conhecido
como pHmetro de bancada. Contando com sensor de temperatura e ajuste interno
automatico da medida, o fator -log[H +] ja é corrigido e apresentado dentro da

escala.

O teor alcodlico das amostras foi medido pela técnica de Ebuliometria, com
ajuste de temperatura local para a ebulicdo da agua, que se mantém em 99,4°C no

local de analise.

A acidez total das amostras foram realizadas pelo método de Titulometria
acido-base , no qual foram submetidas triplicatas a titulagdo com NaOH padronizado

contra HCI, utilizando fenolftaleina como indicador.
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Por fim, as amostras foram submetidas a Espectrofotometria uv-vis para
determinagao da absorbancia do feixe de luz pela amostra , de duas formas
distintas. Para determinar a cor da bebida a ser convertida para a escala de SRM, as
amostras apos ser microcentrifuga por 10 minutos, foram observadas a absorbéancia
em 430 nm, indicando sua cor.

Para a determinacdo da turbidez, indicando as células em suspenséo, de
acordo com a curva de calibragdo,vide apéndice, a amostra foi medida a
absorbancia em 600 nM, indicando a concentragéo de células presentes na cerveja

final.

5. Resultados e Discussao

5.1 Contagem de Células, Viabilidade e Vitalidade

5.1.1 Contagem de Células e Viabilidade SafAle S-33

Para definir a viabilidade e vitalidade das leveduras , foi feita a contagem das
mesmas, em solugdes conhecidas, pelo método da camara de Neubauer com
microscopio de bancada em 40x10, ou seja, zoom de 400x.

Para a levedura de controle S-33, foi preparada a solugéo de 1,5081 g de
fermento liofilizado com 10 ml de agua esterilizada, dissolugéo 1:10. Usando como
colorante celular o azul de metileno preparado com 0,1060g de reagente puro e
50ml de agua ( 0,2%), nos quais foram utilizados para preparar a solugédo de células
a ser contada.

Foram pipetados 0,1 ml solucdo inicial, mais 0,1 da solugcdo de metileno e 9,8

mL de agua destilada, resultando em uma dissolu¢ao de 1:100.

Tabela 3. Contagem das camaras da Regiao C

CONTAGEM DE CELULAS S-33 ( NEUBAUER)
Quadrantes 1 5 13 21 25|Total
Vivas 47| 48 47 38| 50 230
Mortas 10| 13 22 13 8 66
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A determinacao da concentracio inicial de células foi calculada pela equacéo:

N(células vivas)  x Diluicdo x 10 x 10™5 = células / ml (I)
Campos contados

Resultando em 4,6 x 1019 células/mililitro da solugao inicial.

Este valor foi aplicado no calculo de viabilidade, definido pela equacgao:

Viabilidade = (N total de células — N de células mortas ) x 100% (II)

N total de células

Resultando em uma viabilidade total de 77,7% do fermento, diferentemente
do indicado pelo fabricante.

O teste de Vitalidade foi feito de forma qualitativa, utilizando uma solucao de
lodo 2%, para determinar o poder de tintura do glicogénio celular presente nas
células viaveis e saudaveis para iniciar a propagacao. O fermento apresentou boa
retencdo da cor roxa do iodo devido a presenca moderada de glicogénio intracelular,

indicando uma saude estavel para iniciar a fermentagao.

5.1.2 Contagem de Células e Viabilidade - YLB 1010- Kveik Voss

Para definir a viabilidade e vitalidade da levedura Kveik, foi feita a contagem
da mesma, pelo mesmo método da camara de Neubauer com microscépio de
bancada em 40x10 , zoom de 400x.

Para esta cepa, foi pipetada a solugao do frasco, 0,1 ml de fermento liquido
(meio nutritivo nitrogenado padrao) e 0,1ml de corante azul metileno (0,2%) e 9,8ml
de agua destilada, resultando em dissolugéo 1:100. Apoés a primeira contagem, o
frasco de fermento ja vencido, apresentou viabilidade proxima aos 10%, o que

tornaria a fermentacgao totalmente inviavel.
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5.1.3 Padronizagao do Inéculo

Para elevar o numero de células viaveis do Kveik Voss, ao padrdao da
levedura de controle, € estimado a necessidade para um ale, o valor de 0,75
milhdes de células/mL.°P (WHITE; ZANAISHEFF, 2010). Para este trabalho foi
escolhido de 0,50 milhdes de células por mL de mosto por grau °Plato,
representados por 0,50M/mL/°P, onde °Platd corresponde a unidade de sodlidos
soluveis totais, calculados como Brix inicial. Com auxilio de uma calculadora digital,
descrita por (VAN DEN BERG,2003) foram estimados a necessidade de 400ml de
mosto a 1,036 OG ou 9 Brix , preparada com 40g de DME, contando com aeragao
constante promovida por agitagdo magnética e uma barra, dentro do erlenmeyer
previamente fervido e esterilizado.

Apés 2 dias de agitagcédo as leveduras finalizaram o consumo de agucares do
meio de cultivo, onde posteriormente foram submetidas a uma nova contagem e
determinacao de viabilidade. O mesmo método foi repetido e os resultados estao
expressos na tabela 4.

Tabela 4. Contagem das camaras da Regido C para o Kveik

CONTAGEM DE CELULAS Kveik (NEUBAUER)

Quadrantes 1 5 13 21 25| Total
Vivas 43| 45 44 35 47 214
Mortas 1 2 2 3 2 10

A determinacao da concentracédo de células do meio propagado foi calculada
pela equagao (I) resultando em 4,28 x 10"9 células/mililitro da solugdo a ser
inoculada aos 12 litros de mosto.

A viabilidade da col6nia foi calculada pela equagao (11), resultando em 95,5%
de células vivas , revelando que o método de starter fora bem sucedido e o indculo
estaria proximo a concentragcdo necessaria para execucgao do pitch sobre a batelada,
determinada para uma sub inoculagdo para promover maior producao dos
subprodutos de aroma e sabores da cerveja final.

A vitalidade da col6nia é feita de forma qualitativa ,utilizando a solugédo de
lodo 2%, para determinar o poder de tintura do glicogénio celular presente nas

células viaveis e saudaveis para iniciar a propagacado. O fermento apresentou
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excelente retengdo da cor roxa do iodo, indicando uma excelente saude para iniciar

a fermentacao.

5.2 Cinética de Fermentacao

O acompanhamento cinético foi feito por aliquotas coletadas, apds agitagao
manual do reatores e contando com a agitagcdo natural do processo fermentativo
intenso, ainda apresentam pequena quantidade de erros de amostragem. O método
de coleta foi feito pelas torneiras inferiores dos reatores com a ajuda do expurgo de
CO2 para conter uma possivel contaminacdo do produto. As torneiras utilizadas
contam com sistema de antirefluxo e portanto evitam que a cerveja retorne para

dentro.

Durante o acompanhamento cinético, foram aplicadas as técnicas de
pHmetria para acompanhar o poder de acidificagdo das cepas. A técnica de
Refratometria de Brix, para acompanhar a evolucdo do consumo de substrato, e
portanto a geragédo de EtOH e CO2, bem como a diminuigdo da densidade aparente
do meio. A técnica de Turbidimetria pelo Espectrofotdmetro Uv-vis foi escolhida,
para determinar o crescimento e manutencao das células antes, durante e depois do
processo fermentativo primario, pois pequenas aliquotas sao capazes de determinar
a quantidade de células presentes no meio sem a necessidade da execucao da
contagem por Camara durante todas as amostragens ao longo dos dias . Todos os

resultados serao apresentados em tabelas e graficos a seguir.

5.2.1 Cinética de evolugao: grau °BRIX, Densidade e Teor Alcéolico

Os horarios das coletas, disposto em horas apds a inoculagéo que ocorreu as
19h00min do dia 27/05/2022, juntamente com suas aliquotas evoluindo o consumo
de agucares medido por Brix, ja com seus respectivos ajustes de temperatura, estao

disposto na tabela 5, a seguir.
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TABELA 5. Evolugdo da Fermentagdo em termos de Consumo de SST

DECAIMENTO DE °BRIX (SST)

Tempo (horas) [°Brix $-33 °Brix Kveik

0 13,3 13,3
15 13,3 13,3
22 9,8 13,3
39 7,8 9,9
58 7.4 9,0
64 7,3 8,3
84 6,8 6,4
91 6,5 6,3
110 6,4 6,2
132 6,2 6,0
155 6,2 6,0

Observada a tabela, pode-se tracar uma curva comparativa para viabilizar a
visualizacdo do processo de evolugdo do consumo de agucares como parametro
cinético; Notam-se as nuances entre os tempos de reproducio entre cada uma das

cepas, apresentado na figura 11.

Grafico 1. Curva comparativa cinética : grau °BRIX vs. Tempo(h)

Consumo de SST : grau °BRIX

® °Brix S-33 A °Brix Kveik
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De posse das curvas, observam-se diferentes tempos de adaptacido e
crescimento das cepas durante a fase aerdbia de respiragdo e brotamento das
cepas, bem como a sua velocidade de consumo do substrato durante a fase de
manutencgao anaerdbia, cujo o fermento de controle apresentou maior adaptabilidade
ao meio, iniciando o processo mais rapidamente, enquanto que o Kveik nota-se uma
fase lag mais longa e uma velocidade mais elevada para consumir todos agucares
redutores do substrato, além de 0,2 pontos de BRIX abaixo da cepa controle.
llustrando um maior poder enzimatico para quebra das cadeias poliméricas dos
agucares do mosto , aumentando o teor alcodlico da bebida e diminuindo o teor

residual, apresentando uma bebida mais seca e agradavel.

Faz-se necessario executar a correcdo para densidade e a producao de
alcool; Uma vez que EtOH deflecta os valores do Brix e portanto o °Platé do mosto,
faz-se necessario corrigi-los pelas equagbes (V) e (VI), onde os valores estédo

apresentados na tabela 6 a seguir.

Tabela 6. Corregéo de Densidade e Teor Alcoolico para °Brix

Ajuste de Densidade, Grau Plato, Teor alcodlico
Levedura controle S-33 Levedura Kveik Voss
Teor Teor

Tempo °Brix Alcodlico |°Brix Alcodlico

(horas) S-33 Densidade | D.ajustada|% Kveik Densidade |D.ajustada | %
0 13,3 1,054 1,054] 0,00% 13,3 1,054 1,054 0,00%
15 13,3 1,054 1,054] 0,00% 13,3 1,054 1,054 0,00%
22 9,8 1,039 1,030| 3,18% 13,3 1,054 1,054 0,00%
39 7,8 1,031 1,018| 4,84% 9,9 1,040 1,031 3,10%
58 7,4 1,029 1,015] 5,25% 9,0 1,036 1,025 3,85%
64 7,3 1,029 1,014] 5,30% 8,3 1,033 1,021 4,43%
84 6,8 1,027 1,011 5,66% 6,4 1,025 1,009 5,98%
91 6,4 1,025 1,009| 5,98% 6,3 1,025 1,008 6,06%
110 6,3 1,025 1,008| 6,06% 6,2 1,024 1,007 6,15%
132 6,2 1,024 1,007| 6,15% 6,0 1,024 1,006 6,30%
155 6,2 1,024 1,007| 6,15% 6,0 1,024 1,006 6,30%
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Na tabela, observam-se pontos com repetidas medidas no teor do Brix
ajustados para a temperatura das medidas, essa pratica € utilizada para garantir que
o fermento nao esteja estancado e nao reste acgucares residuais ao final do
processo. Vale ressaltar que as repetidas amostragens continuaram, pois por conta
da constante evolucédo do pH e turbidez do mosto, portanto, devem-se continuar as
coletas. Apos feitas as corregdes de leitura € possivel tragar um grafico para
estabelecer a relagdo entre a densidade ( g/cm?) e teor alcodlico %abv durante o
processo de fermentacdo para observar a relacdo entre consumo de substrato e a
producao de alcool.

Grafico 2- Relagao de Densidade vs. teor alc6olico S-33

D.ajustada vs. Teor Alcoolico S-33
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Feitas as devidas corregcoes de leitura é possivel tragar um grafico para
estabelecer a relacdo entre a densidade ( g/cm?®) e teor alcodlico %abv para a
fermentagdo do kveik, analogamente, plotado no grafico 3. Para observar a relagao
entre consumo de substrato e a producgao de alcool, a fim de comparar o poder de
ambas as cepas.
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Grafico 3- Relagdo de Densidade vs. teor alcoolico Kveik Voss
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Esta técnica de plotagem, permite uma visualizagdo mais clara sobre a
perspectiva do consumo de agucares que geram EtOH durante o processo,
interferindo diretamente na densidade especifica, o que impossibilita que este
acompanhamento seja feito apenas pela leitura do Brix do mosto durante a

fermentacgao.

5.2.2 Evolucao do poder de acidificagao das cepas

A tabela 7 ilustra a cinética da variacdao de PH do processo adaptativo e
fermentativo das cepas, que se mostram bastante distintas e que ao final do
processo geram produtos com diferentes valores de Ph e portanto, diferente acidez

total, impactando diretamente no sensorial do produto.

Tabela 7 - Variacdo de Ph das cepas durante a fermentacéao

Evolugao do pH

TEMPO
(horas) PH S-33 PH Kveik
0 5,46 5,46
15 5,14 5,41
22 4,21 4,81
39 4,21 4,51
58 4,22 4,41
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64 4,15 4,36
84 4,26 4,36
91 4,22 4,33
110 4,23 4,31
132 4,29 4,36
155 4,32 4,38

O grafico 12 ilustra a curva comparativa das duas cepas quanto ao poder da
acidificagdo do meio, mensurado por PHmetria, plotados a partir da tabela 7,
indicando a evolugao constante da producédo e consumo de acidos soluveis durante
o processo fermentativo. Nota-se que o valor de pH nao é exatamente proporcional
a acidez total e portanto a técnica limita-se em medir a quantidade de H3O+

(hidrogenibnico) presente.

Grafico 4- Curva comparativa da Variagao de Ph ( - log [ H+]) durante

O processo
Evolucao pH vs Tempo
® PHS-33 @ PH Kveik
6,00 ,
546 541
5,50 pe5,14
X
5 00 4,81
4,51 )
k’ 42136 4,3 436 438
450 421421 4258 w2l | 431 | ®E2 | TS
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Diante dos dados cinéticos do parametro de acidez, nota-se uma constante
variagdo de acidez medida por hidrogenidnico disperso no meio, indicando a
formagao e consumo constante dos acidos organicos liberados pelas células durante

a fase anaerdbia.
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A cepa de controle, mostrou alto poder de acidificacdo na sua fase de
aerdbica, indicando alta taxa de reprodugao celular e posteriormente na fase
anaerdbia, trabalhando na manutengado dos compostos gerados durante a produgao
de alcool e gas carbdnico, gerando uma bebida ligeiramente mais acida que o Kveik
produz no final. Este que se apresenta com maior teor de consumo de solidos e
producdo de alcool por sua vez, indica uma menor necessidade de se reproduzir
acidificando o mosto e é capaz de passar por sua fase anaerébia liberando menos
acidos orgénicos a cerveja, o que pode gerar um bebida mais agradavel e

equilibrada.

5.2.3 Turbidimetria e a Variagao da concentragao de células no meio

A técnica turbidimétrica (BORTOLI,2013) foi escolhida para o
acompanhamento da concentragao celular presente no substrato. Essa técnica é
utilizada para que o acompanhamento desta manutengao ndo necessite de uma

recontagem sucessiva das células pela camara de Neubauer em microscopio.

O Espectrofotdmetro uv-vis é o equipamento utilizado, com método de
absorbancia na regiao de luz visivel, no comprimento de onda de 600nM, possivel
monitorar pela turbidez da amostra, a concentragao de células,uma vez que a
solugdo mae tenha sido contada e uma curva de calibragdo( presente no apéndice)

para o meio seja plotada para validar a linearidade do método.

A tabela 7. mostra a comparagao entre as medigdes de turbidez em 600nm

do meio durante o acompanhamento cinético da fermentagéo.
Tabela 8. Medidas de absorbancia por tempo

TURBIDIMETRIA - ESPECTROFOTOMETRO uv-vis (600nm)

Levedura S-33 Levedura Kveik Voss
Tempo (horas) |Absorbancia Tempo (horas) |Absorbancia

0 0,521 0 0,521
15 1,603 15 0,753
22 1,564 22 1,532
39 1,425 39 1,635
58 1,500 58 1,597
64 1,466 64 1,530
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84 1,425 84 1,556
91 1,462 91 1,546
110 1,449 110 1,478
132 1,391 132 1,387
155 1,342 155 1,323

Nota-se que a tabela conta com um dado inicial do mosto pré fermentacao,
que foi usado como ponto de calibragao para zero absorbancia do meio, a fim de
atenuar a interferéncia em que as proteinas e agucares em suspensao pudessem
causar na leitura dos dados de absorbancia. Destes dados, foram tragcadas duas
curvas ilustrando a variacdo da concentragao de células inicial, da fermentacao e ao
final do processo. As figuras 13 e 14 representam as curvas para cada uma das

cepas.

Grafico 5 - Absorbancia levedura S-33

Levedura S-33: Absorbancia vs Tempo
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O valor de 0,521 indica a absorbancia inicial do mosto pré fermentagao, onde
0 equipamento foi zerado e a partir dele, as amostragens foram executadas. O
mesmo vale para figura 14. A partir dos dados obtidos de absorbancia, é possivel
relacionar com a diluicdo pela curva de calibragdo criada ( 7.1) e relacionar os

valores para a concentracédo de células presentes no meio.
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Grafico 6 - Absorbancia levedura Kveik Voss
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Ao final do processo a maior parte das células comegam entrar em estado
estacionario e iniciam o processo de decantagdo, diminuindo a turbidez do meio.
Este processo dificulta uma amostragem precisa e pode conter erros devido a
homogeneizagdo do produto, bem como a presenga de proteinas ndo consumidas

ou nao decantadas em cada amostra retirada, devido ao seu pequeno volume.

Ambas as cepas se apresentam uniformemente saudaveis e indicam que o
processo foi bem sucedido quanto a presenca das células executando o trabalho

fermentativo, pois o perfil € constante e ndo apresenta grandes outliers.

Vale ressaltar que os valores finais de absorbancia ndo estdo plotados na
curva; Foram medido apds 5 dias de decantacdo a frio, chamado de cold crash,
onde a baixa temperatura de 1°C é capaz de acelerar a decantagao das células e
proteinas em suspenséao ,deixando a bebida cristalina, para um melhor acabamento

do produto final.

A levedura de controle SafAle S-33, apresentou um valor de 0,053 de
absorbancia no dia do envase , enquanto que o Kveik voss ,apresentou 0,163 de
absorbancia na mesma faixa, indicando menor poder de floculagdo do fermento em
relacdo ao controle, gerando um produto levemente mais turbido, o que ja é

esperado para o estilo de cerveja do local de origem e domesticagao do Voss.
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5.3 Analise Fisico Quimica do produto final
5.3.1 Analise Fisico Quimica do produto final S-33

A cerveja final foi submetida as analises fisico-quimicas padronizadas para
cervejas, para determinar suas caracteristicas finais apdés a refermentacdo na
garrafa. Todas as amostras foram tratadas os valores corrigidos para as

temperaturas indicadas, com suas respectivas conversoes.

As amostras de ambas as bebidas foram testadas por Densimetro de massa
especifica, Sacarimetro de Brix, Refratdmetro de Brix, Phmetro digital, Ebuliémetro,
determinacado de cor por Turbidez de absorbancia em 430 nM e acidez total por
titulacdo acido base utilizando NaOH como titulante.

Os valores das analises serao apresentados nas tabela 15 para o fermento

S-33 e natabela 16 para o fermento Kveik , e discutidos posteriormente.
Tabela 9- Analise fisico quimica cerveja final S-33

Metodologia de Analise para produto Final - Belgian S-33

Equipamento Volume(amostra) [Temperatura °C [ Medidas Correcao Unidades
Densimetro massa |[250ml 19,9 1,008 1,008 |g/cm?®
Sacarimetro BRIX 250ml 19,9 2,50 1,97 |°Plato
Refratdbmetro de Brix |1ml 25,0 6,20 6,2 |°Brix

Ph metro 50ml 16,5 4,01 4,01

Ebulidmetro 50ml 94,4 6,14 6,35|% abv
Acidez Total 10ml 25,018,26ml 118,2|mEqg/L
Determinacéao de

Cor 3ml 430nM 0,348 4,41 SRM
Determinacéao de

Floculagao 3ml 25,0 0,089 0,089 600nM

A cerveja final do fermento S-33 teve suas analises de extrato final (SST)
executadas em uma proveta de 250ml com sacarimetro e densimetro mergulhados
na solucdo livre de CO2 residual medido em 1,008 g/cm® e corrigido para 1,97
°Plato.

O refratbmetro de bancada recebia da mesma amostra, uma pipeta de 1ml
sobre o prisma, onde recebia a leitura de Brix e temperatura para ajuste posterior,

que mediu 6,2 Brix.
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O phmetro foi utilizado com a mesma amostra, sob um béquer de 50ml
revelando pH 4,01. E posteriormente o mesmo béquer seria dosado ao Ebuliometro
para analise , mostrando um teor alcodlico de 6,25% ABV. Nota-se um valor de 0,2%
acima dos medidos ao final da maturagdo, pois a refermentagdo na garrafa
aumentou o teor final de alcool.

O método para determinacdo de acidez total, foi por titulagdo acido base
utilizando NaOH 0,151 1,
fenolftaleina 2% como indicador de viragem. A média das triplicatas foi de 7,83 mL

mol.L- padronizado previamente e contou com

consumidos de NaOH. Revelando um valor de 118,2 mEq/L pela equacgao (1V).

Para a determinagcdo de cor, as amostras foram centrifugadas em mini
centrifuga para eppendorfs, e posteriormente medida sua absorbancia no

espectrofotdmetro ajustado para 430nM. O valor medido foi 0,348

Por fim, para determinar a capacidade natural de floculagdo do fermento, a
amostra de cerveja foi servida em um baldo ,homogeneizada e sua absorbancia

medida do espectrofotdmetro ajustado para 600 nm, cujo valor medido foi 0,089.
Pela equacao (VII) é possivel determinar que sua cor é de 4,41 SRM.
5.3.2 Analise Fisico Quimica do produto final Kveik Voss
Tabela 10- Analise fisico quimica cerveja final Kveik Voss

Metodologia de Analise para produto Final - Kveik VOSS

Equipamento Volume(amostra) [ Temperatura °C [Medidas Correcao Unidades
Densimetro massa |250ml 25,2 1,006 1,006 |g/cm?®
Sacarimetro BRIX 250ml 25,2 2,10 1,65|°Plato
Refratdmetro de Brix |1ml 25,5 6,00 6,30 (°Brix

Ph metro 50ml 26,3 4,20 4,2

Ebuliébmetro 50ml 94,2 6,20 6,50|% abv
Acidez Total 10ml 25,018,26 ml 124,7 {mEg/L
Determinacéo de

Cor 3ml 430nM 0,385 4,89 SRM
Determinacéao de

Floculagéo 3ml 25,0 0,119 0,119 600nM
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Analogamente ao controle, a cerveja final do Kveik teve suas determinagdes
de sélidos (SST) executadas em uma proveta de 250ml com sacarimetro e
densimetro mergulhados na solucéo livre de CO2 residual medido em 1,006 g/cm? e

corrigido para 1,65 °Plato

O refratbmetro de bancada recebia da mesma amostra, uma pipeta de 1ml
sobre o prisma, onde recebia a leitura de Brix e temperatura para ajuste posterior,
medindo 6,0 Brix .

O phmetro foi utilizado com a mesma amostra, sob um béquer de 50ml

,medindo pH4,2, ligeiramente mais basico que a cerveja de controle.

Posteriormente seria dosado ao Ebuliometro para analise de teor alcodlico
final revelando 6,50% abv , igualmente com 0,2% acima da cerveja pés maturagéo.

O método para determinagéo de acidez total, foi por titulagdo acido base
utilizando NaOH 0,151 mol.L- 1, padronizado previamente e contou com
fenolftaleina 2% como indicador de viragem. A média das triplicatas foi de 8,26 mL
consumidos de NaOH. Revelando um valor de 124,7 mEq/L pela equacgao (IV) um
pouco mais elevado que a cerveja controle. Ressaltando que o valor de Ph tenha

sido mais basico para a cepa Kveik, a sua acidez € maior em termos totais.

Para a determinagcdo de cor, as amostras foram centrifugadas em mini
centrifuga para eppendorfs, e posteriormente medida sua absorbancia no
espectrofotdbmetro ajustado para 430nM. O valor medido foi 0,385 que revela uma

cerveja ligeiramente mais “escura” que a prépria cepa de controle.
Pela equacéo (VII) é possivel determinar que atingiu a cor de 4,89 SRM.

Por fim para determinar a capacidade natural de floculagdo do Kveik a
amostra de cerveja foi servida em um baldo ,homogeneizada e sua absorbancia
medida do espectrofotdmetro ajustado para 600 nm, cujo valor medido foi 0,119, que
revela-se menos floculante que a cepa controle, que visualmente tornou-se mais

turva e palatavel, mostrando um poder floculante menor que a levedura S-33.
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Figura 15. Cerveja final SafAle S-33 a esquerda e Kveik Voss a direita

! Fonte:Autor

5.4. Discussao Sensorial e impacto do produto final

De posse dos resultados da analise fisico quimico, foram feitas analises
sensoriais por trés profissionais com conhecimento técnico para ambas as cervejas,
a fim de gerar discussbes e resultados dos impactos das técnicas de produgao
adotadas para o trabalho. De forma geral as bebidas apresentaram caracteristicas
de sabor e aroma muito distintas, assim como coloragdes diferentes, percepgéao
alcodlica, palatabilidade do corpo e sensacéo de balango de amargor com o dulgor
geral.

A cepa Belga SafAleS-33, desempenhou um bom papel durante a cinética,
nao apresentou grandes problemas em seus dados de qualquer uma das analises
executadas. Mostrou-se mais rapida na adaptacao e mais lenta na fase fermentativa,
e a sua capacidade de reduzir os agucares, foi levemente menor em relagdo ao
kveik. A cerveja produzida por ela ao ser aberta, mostrou-se cristalina, com amarelo
claro brilhante, boa formacgao e retencao de espuma branca e consistente,de bolhas
finas e um frisante elegante. No aroma surge a percepgdo do alcool indicando

possivel stress, juntamente dos aromas de banana e frutas passadas dos ésteres, o
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lupulo com um backbone delicado de herbais e florais, mas o destaque fica para a
base maltada que remete a paes, biscoitos e cereais frescos.

Na boca a cerveja parece encorpada, aquece pela presenga de alcool, é
levemente desbalanceada no quesito de dulgor, o que é esperado pois a cepa
consumiu menos agucares. O amargor se mantém equilibrado sem harshness e o
aroma do lupulo nao é presente. Mais uma vez, a base de maltes € dominante e os
sabores de péaes e cereais sao mais perceptiveis.

A cepa se mostrou fragilizada pela alta temperatura, mesmo que a faixa dos
26°C esteja dentro do parametro indicado pela fabricante, ainda assim é elevado
para variantes tradicionais das Saccharomyces domesticadas.

A cerveja produzida pelo Kveik Voss, ao ser aberta revelou um produto com
turbidez moderada e elegante, em uma cor amarela profunda, levemente mais
escura que o controle. A formacdo de espuma é abundante e a retencao
extremamente duradoura, que se apresenta com bolhas finas e cremosas.

No aroma a cerveja apresenta um frutado intenso, tomado por notas de frutas
amarelas frescas, como manga, laranja, péssegos e leve floral do lupulo, sem
presenca de alcoois fuseis, onde a base maltada fica menos evidente sob todos os
aromas da fermentagéo, muito agradaveis. Na boca a cerveja tem sensagao seca e
um corpo que preenche a boca, a secura ideal tornou a bebida com alta Drinkability,
vontade de beber. Os sabores dos maltes sdo presentes, equilibrados e sem dulcor,
o0 amargor € levemente mais elevado e pode trazer um leve harshness, dada a
auséncia de agucares residuais, que foram consumidos pela cepa mais violenta.

A cepa se mostrou muito eficiente no quesito velocidade e termotolerancia,
entregando uma bebida agradavel, elegante e equilibrada. As analises fisico-quimica
revelaram diferencas consideraveis na forma de trabalho de ambas as cepas, o que
mostra boas vantagens genéticas desta variante domesticada é multada ao longo
dos anos de trabalho contra a grande variacdo de temperatura e umidade do seu
local de origem. O seu produtor Sigmund Gjernes, responsavel cervejeiro da familia
local que cultivou a cepa em Voss por séculos, afirma que as temperaturas de
trabalho podem chegar até 35°C durante o verdo, sugerindo cervejas ainda mais

frutadas e consequentemente ainda mais rapidas para finalizar todo o processo.
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6. Consideragoes Finais

De acordo com os resultados das analises fisico quimicas e sensoriais ndo
oficiais, pode-se afirmar que a receita desenvolvida foi bem sucedida, pois gerou
um bom parametro de neutralidade, suportando os aromas e sabores gerados
durante a fermentacdo, fornecendo nutricdo e estrutura necessarias para que as
cepas trabalhassem saudavelmente , gerando resultados consistentes ao estudo.

As cervejas nao apresentaram contaminagbes cruzadas por outros
microorganismos, atestando que as técnicas de produgdo foram bem executadas.

Apresentam bom equilibrio de sabores e aromas, espuma e encorpamento na boca.

A cepa SafAle S-33, foi escolhida de maneira assertiva para nao criar um
trabalho tendencioso com valores discrepantes entre a cepa alvo da analise.
Mostrou-se altamente adaptavel ao substrato e trabalhou com alta velocidade,
indicando que o fator chave de tempo de trabalho é a temperatura. Enquanto que
desenvolveu um produto levemente desbalanceado quando comparado ao kveik,

onde mostrou-se menos termotolerante no que tange a formacgao de subprodutos.

A cepa Kveik Voss, por sua vez, entregou uma alta velocidade de trabalho
também, considerado pela alta temperatura de fermentagédo. Porém esta, gerou um
produto limpido e agradavel, mais equilibrado e palatavel sugerindo que as cepas da
regiao da noruega, néo sao exatamente mais rapidas como sugerido popularmente e
sim, muito termotolerantes, portanto, produzem cervejas muito agradaveis de
aromas frutados e sem a presenca de off-flavors e alcoois fuseis provenientes de

stress fermentativo.

Os testes de parametros cinéticos foram bem sucedidos e todos seguiram os
protocolos descritos pelo IAL(2008) e Anvisa, portanto, validados para apresentar
veracidade de resultados. Os valores apresentados nas curvas foram executados

por calculos em software Excel, revelando resultados precisos e assertivos.

O estudo, revela a necessidade da execucdo de uma analise sensorial
técnica e ampla, para a definicdo do impacto geral que a levedura Kveik Voss,
apresenta ao produto final, haja visto suas qualidades genéticas para geragédo de
aromas distintos e sabores agradaveis em condigdes de alta temperatura.

Ainda sugere-se que estudos posteriores, acrescentem mais técnicas de
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analises de ésteres , Oleos essenciais e polifendis, para gerar resultados mais
concisos e precisos da interagao deste fermento , com os 6leos dos lupulos, e seus
precursores de aromas. Podendo ser trabalhado em diferentes faixas de
temperaturas elevadas até 35°C como sugerido pelo fazendeiro Sigmund Gjernes,

responsavel pela tradigao cervejeira de Voss, Noruega.
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8. Apéndices

8.1 Equacao da determinagao da concentragao inicial de células

N(células vivas)  x Diluicao x 10 x 10™5 = células / ml (I)
Campos contados

8.2 Equacao do calculo de viabilidade celular :

Viabilidade = (N total de células — N de células mortas ) x 100% (II)

N total de células

8.3 Curva de calibragao Turbidimetria:concentragcao de células por absorbéancia

A suspensado mae foi feita com 1,5 g de célula seca (comercial e liofilizada)
em 15 ml de agua para diluicdo de 10 vezes, como a solugédo recomendada pelo
fabricante e também utilizada para a producao da cerveja de controle.

Em uma aliquota dessa amostra, foi realizada a contagem de células em
camara de Neubauer, apresentando o valor de 4,6 x10"9 células/g de fermento
seco,sendo esse o valor experimental inicial, tomado por dissolu¢gao 1:100. Este
valor difere do dado fornecido pelo fabricante que deveria ser 6 x 109 células
viaveis/g. Para tal , foi utilizado inicialmente o valor da contagem experimental, com
a concentracdo de células conhecida, foi possivel associa-la as absorbancias
medidas em espectrofotdmetro a 600nm, para cada diluigdo da suspensao-mae. As

diluigbes foram obtidas pela equacgao (111).

Concentracao de células = [C.1] / 10 / Diluicio / 10”5  (III)

Onde: C.: concentragao de células calculada pela camara de Neubauer

D: diluicdo da solugao
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Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.3.

CURVA DE CALIBRAGAO 600nM

Absorbancia
Diluicao 600nm [Cel ImL] x1075
250 0,633 18,4
500 0,399 9,2
750 0,236 6,1
1000 0,207 4,6
1250 0,146 3,7
1500 0,121 3,1

De posse da tabela foi possivel , tracar um grafico de tendéncia no qual a
equacgao da reta foi obtida através de uma regresséo linear automatizada dos dados.
A partir da leitura da absorbancia (eixo horizontal) de qualquer suspensao colhida

durante o experimento, foi possivel calcular o numero de células.

Grafico 8.3 - Regressdo para concentragcdo de células através da

turbidimetria.

[Cel ImL]x10*5 vs Absorbancia 600nm

@ [Cel/mL]x10"5 == 294*x +-1,01 R2=0,978

20,0

15,0

10,0

[Cel /mL] x1015

5,0

0,0
0.1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

Absorbancia 600nm

As diluicbes apresentadas na tabela 7.1 para que a absorbancia medida
estivesse dispostas 0.1000 e 0.6500, que é faixa de maior precisao indicada pelo

equipamento utilizado para este trabalho.
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8.4 Acidez Total
Para fermentados alcodlicos a acidez total € expressa em meqg/L , calculada

pela férmula abaixo:

Acidez total =n . N . 1000 / Volume (IV)
Onde:

n: volume (mL) de solugao de hidréxido de sédio gasto na titulagéo.
N: normalidade da solugéo de hidroxido de sédio ( MM*[C.sol])

V: volume (mL) da amostra.
8.5 Corregao de dados de Brix para Massa especifica

Equacgdo para conversdo de Brix para densidade durante a fermentacdo
(Novotny, 2017)

Densidade ( FG) = Brix /( 258,6 - Brix / 258,2*227*1) +1 (V)

8.6 Equacao calculo de ABV por gravidade

Equacédo para conversdo de densidade inicial e final para determinar %ABV
(Novotny, 2017)

ABYV = (og — fg) * 131.25 (VD)



8.7 Correcao de Temperatura (°C) para Sacarimetro de Brix

TABELA DE CORRECAD SACARIMETRO DE BRIX CALIBRADOS A 20°C

Tempo de GRAUS BRIX Tempo de
"'“’{g""’a o | 10| 20| 30 | 4 | 50|60 | 70| 80 o0 “’“’:f:“"'“
10 [-032] 0,42 ] 0,52 0,60 | -0,67] 0,71 ] 0,74 | 0,76 | 0,80 080] 10
71 | 0,30 | 0,39 | 0,47 | 0,54 | 0,61 | 0,65 | 0,67 | 0,68 | 0,70 | 0,70 | 11
12| 0,27 | 0,35 | 0,42 | 0,49 | 0,54 | 0,58 | 0,60 | 0,61 | 0,60 | 0,60 | 12
13 | 025 | 0,32 | 0,38 | 0.43 | 0,48 | 0,51 | 0,53 | 053 | 053 | 0,50 | 13
T4 | 022 | 0.28 [ 033 | 0.37 | 0,41 | 0,88 | 0,45 | 0.46 | 0.50 | 0,50 | 14
15 | 020 0,24 | 0,28 | 0,32 | 0,35 | -0,37 | 0,38 | 0,38 | 0,40 | 0,40| 15
16 | 0,16 | 019 ] 0,23 | 0,26 | 0,28 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 16
7 012 ]015] 017019021 | 022023 0,23 0,25 | 0.5 17
18 | 0,08 0,00 | 012 | 0,13 0,14 | 0,15 | 015 | 0,15 0,18 | 0,20 | 18
19 | -0,04 | 0,05 | -0,06 | 0,06 | -0,07 | -0,04 | 0,08 | 0,08 0,10 0,i0] 19
20 0 0] 0] oo o]o]o]o]o 20
21| +0,05] +0,06] 0,06| +0,07| +0,07] +0,07| +0,08] +0,08 +0,10{ +0.10] 21
22 | 0,10 | 0,1 | 0,12 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,15 | 0,16 | 0,18 | 020 | 22
23 0,06 | 0,17 019 0,21 | 0,22 | 023 | 023 | 0.23 | 0,25 | 0.5 | 23
28 | 021 | 0,23 0,26 | 0,28 | 0,23 | 0,30 | 031 | 0.31 | 031 | 031 | 28
25 | 027 | 030 032 | 0.35 | 0,37 | 0,38 | 0,39 | 0.39 | 0,40 | 040 | 25
96 [+0,33] +0,36] +0,30| +0,42| +0,45] + 0,46 +0,47] +0,47] +0,48] +0,48] 26
27 | 0,40 | 0,42 | 0,46 | 0,50 | 0,53 | 0,54 | 0,55 | 0,55 | 0,56 | 0,56 | 27
28 [ 0,46 | 0,40 | 054 | 0.57 | 0,61 | 0,62 | 0,64 | 0.64 | 0,64 | 0.64 | 28
29 | 0.54 | 0,56 | 0,61 | 0,65 | 0,69 | 0,70 | 0.72 | 0.72 | 0,72 | 072 | 29
30 | 0,60 | 0,63 ] 0,68 | 0.73 | 0,77 | 0.80 | 0,80 | 0.80 | 0,80 | 0.80 ] 30
31 |+0,68] +0,70] +0,76| +0,81| +0,85] + 0,87 0,88 +0,88] +0,90| +0,90] 31
32 | 0,75 | 0,78 | 0,84 | 0,90 | 0,94 | 0,05 | 0,07 | 0,97 | 1,00 | 1,00 | 32

Fonte : Incoterm ,manual de instru¢cdes Sacarimetro de Brix (.pdf)

8.8 Correcao de Temperatura (°C) para densimetro de massa

Correcao de Temperatura Densimetro

Temperatura (°C) |Correcao | Temperatura (°C) |Corre¢ao
10 -1,5 21 0,2
11 -1,4 22 0,4
12 -1,3 23 0,6
13 -1,2 24 0,9
14 -1,1 25 1,1
15 -0,9 26 1,4
16 -0,8 27 1,6
17 -0,6 28 1,9
18 -0,4 29 2,2
19 -0,2 30 25
20 0 31 2,8

Fonte : Lamas Brew Shop
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8.9 Equacao de determinagdo de Cor em SRM pela absorbancia em 430 nM

pela aplicagcao da lei de Bouguer-Beer-Lambert (DE LANGE , 2016)

SRM = 12.7 x D x A430onM (VID

Onde : D: diluigdo = 1 ,n&o diluida.
A : Absorbancia medida em 430nM



