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SELECAO DE LEVEDURAS E PRODUCAO DE CERVEJA ARTESANAL
SUPLEMENTADA COM SELENIO

RESUMO

O uso de leveduras selecionadas constitui aspecto relevante na producdo de cervejas de
qualidade, pois além da producdo de etanol e gas carbdnico contribuem significativamente
para a formacdo de compostos secundarios, os quais conferem o flavor da cerveja. Estas
leveduras também se estabelecem facilmente no meio, evitando contaminacgdes indesejadas,
além de apresentarem, geralmente, altas taxas de rendimento, produtividade e eficiéncia na
fermentacdo. O selénio (Se) € um mineral que desempenha fungdes antioxidantes, sendo
essencial como elemento traco a salde humana e a sua deficiéncia esta correlacionada a
ocorréncia de varias doencas. Devido a estas propriedades, a incorporacdo do Se em alguns
alimentos e/ou suplementos alimentares associados a leveduras ja € uma realidade.
Considerando que a cerveja constitui a bebida alcodlica mais consumida no mundo, esta
pesquisa objetivou selecionar leveduras para produzir cerveja artesanal suplementada com
selénio. Para tanto, a partir do uso da técnica de andlise multivariada, inicialmente foi
realizada a selecdo de leveduras com potencial para producdo de cerveja, sendo selecionadas
trés cepas (SC52, SC57 e SCB82); em seguida, aplicando o planejamento fatorial Doehlert e
utilizando a técnica de Metodologia de Superficie de Respostas, realizou-se a otimizacao dos
parametros fermentativos (temperatura de fermentacdo e concentracdo de selénio) para a
producdo de cerveja suplementada com selénio. As leveduras SC52 e SC82 apresentaram
respostas significativas para a producao da cerveja suplementada, sendo que os valores 6timos
(concentracdo de Se e Temperatura de fermentacao) obtidos foram de 11 mg L™ e 25,0 °C
para a levedura SC52 e 12 mg L™ e 23,5 °C para a levedura SC82; por fim, foram produzidas
duas cervejas artesanais suplementadas com selénio (CSeSC52 e CSeSC82) em escala de
microcervejaria, sendo avaliados os parametros fermentativos do processo e quantificados o
selénio total e as espécies de selénio presentes nas leveduras e nas cervejas. As cervejas
produzidas apresentaram resultados fermentativos dentro dos padrfes comerciais, sendo
recomendado em virtude da DDR (Dose Diaria Recomendada) de Se, um consumo maximo
de aproximadamente 600 mL da cerveja CSeSC52 e 740 mL da cerveja CSeSC82.

PALAVRAS CHAVE: selecdo de leveduras, cerveja artesanal; selénio
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YEAST SELECTION AND PRODUCTION OF CRAFT BEER SUPPLEMENTED
WITH SELENIUM

ABSTRACT

The use of selected yeasts is an important aspect in the production of quality beers, since in
addition to the production of ethanol and carbon dioxide they contribute significantly to the
formation of secondary compounds, which confer the flavor of the beer. These yeasts also
settle easily in the middle, avoiding undesired contaminations, in addition to generally
presenting high rates of yield, productivity and fermentation efficiency. Selenium (Se) is a
mineral that performs antioxidant functions, being essential as trace element to human health
and its deficiency is correlated to the occurrence of several diseases. Due to these properties,
the incorporation of Se into some food and / or food supplements associated with yeast is
already a reality. Considering that beer is the most consumed alcoholic drink in the world, this
research aimed to select yeasts to produce artisan beer supplemented with selenium. To do so,
using the multivariate analysis technique, the selection of yeasts with potential for brewing
was initially performed, and three strains (SC52, SC57 and SC82) were selected; Then
applying the Doehlert factorial design and using the Response Surface Methodology
technique, the optimization of the fermentation parameters (fermentation temperature and
selenium concentration) for the production of beer supplemented with selenium was carried
out. The yeasts SC52 and SC82 presented significant responses for the production of the
supplemented beer, and the optimum values (Se concentration and fermentation temperature)
were 11 mg L™ and 25.0° C for yeast SC52 and 12 mg L™ and 23.5° C for yeast SC82;
(CSeSC52 and CSeSC82) were produced on a microbrewery scale, the fermentation
parameters of the process were evaluated and total selenium and selenium species present in
yeast and beers were quantified. The beers produced presented fermentative results within the
commercial standards, being recommended by DDR (Recommended Daily Dose) of Se, a
maximum consumption of approximately 600 mL of CSeSC52 beer and 740 mL of CSeSC82
beer.

KEYWORDS: yeast selection, craft beer; selenium
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1.1 INTRODUCAO

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas do mundo, podendo ser definida como
uma bebida carbonatada preparada a partir de agua, malte de cevada, lGpulo e levedura,
permitindo-se ainda o uso de outras matérias primas denominadas como adjuntos no processo
de fabricacdo, quando se deseja conferir caracteristicas “especiais”, seja do ponto de vista da
tradicdo ou preferéncia local/regional.

No Brasil, a producéo atual de cervejas é de 14 bilhdes de litros, representando 1,6%
do PIB, com consumo per capita de 66,9 litros/hab/ano (CERVBRASIL, 2016). As cervejas
artesanais constituem um pequeno segmento de mercado, ao qual sdo destinados pequenos
volumes de producdo, entretanto com elevado valor agregado ao produto, haja vista as suas
caracteristicas sensoriais diferenciadas. A producdo de cervejas artesanais ocupa atualmente
0,7% do volume total de cervejas no pais, 0 que representa um volume de aproximadamente
91 milhdes de litros anuais. Além disto, nos Gltimos anos, a taxa de crescimento esta acima de
50 novas cervejarias artesanais por ano, 0 que representa em média uma nova cervejaria por
semana (ICB, 2016).

Durante o processo de fabricacdo da cerveja, a fermentacdo € um ponto importante,
sendo considerados fatores fundamentais: a temperatura; a escolha do inéculo, com cepas de
qualidade; e o local, que deve ser apropriado para ocorrer 0 processo fermentativo
(OETTERER & ALCARDE, 2006; CARVALHO et al., 2007). Dessa forma, a incorporacéao
de cepas selecionadas, que contribuam para garantir a identidade e qualidade da cerveja
produzida constitui uma etapa importante para o processo (GUIMARAES, 2005; SILVA, et.
al. 2009).

Para a producdo de cerveja sdo utilizadas leveduras do género Saccharomyces, que
estdo distribuidas na espécie S. cerevisiae, as quais ha milhares de anos também tém sido
utilizadas pelos seres humanos em outros processos de fermentacdo, como producdo de
cachaga, vinho e pdo. Estas leveduras sdao empregadas também como fontes alternativas de
alto valor nutricional de proteinas, enzimas e vitaminas; como suplementos alimentares; para
a producdo de extratos e meios de cultura microbioldgicos; bem como para a producdo de
novas linhagens que satisfagam as demandas especificas das industrias alimenticias
(BEKATOROU, et. al., 2006).
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O Selénio é considerado um elemento traco essencial e a sua deficiéncia esta
diretamente correlacionada a diversas enfermidades. A principal fonte de selénio para o
homem é a alimentacdo, entretanto os solos cultivados (em sua grande maioria) apresentam
baixos teores de selénio, 0 que por consequéncia incorre em baixos teores deste mineral nos
alimentos, justificando o uso de suplementos alimentares.

O fornecimento de suplementos comegou a ser adotado hd mais de 2000 anos. A
levedura usada pelos produtores de leveduras ricas em selénio é a Saccharomyces cerevisiae,
que sdo capazes de converter selénio inorganico em selenometionina (SeMet), a qual € a
melhor fonte de selénio para os organismos, quando cultivadas em condic¢Ges apropriadas
(BARUSELLI, 2005; DERMICI & PORMETTO, 1999; SUHAIDA et al., 2000; EFSA,
2008; SCHRAUZER, 2006).

Diante dos beneficios do selénio a saide humana alguns trabalhos tém sido realizados
visando a suplementacdo de alimentos e bebidas de forma a garantir que a populacdo venha a
ingerir as doses diarias recomendadas, sendo, portanto, o objetivo desta pesquisa produzir

cerveja artesanal suplementada com selénio.
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1.1.1 HIPOTESES

Leveduras Saccharomyces cerevisiae em meio fermentativo enriquecido com selénio
sdo capazes de absorvé-lo, biotransformando-o em compostos proteicos servindo como
suplemento nutricional, e considerando ser este o principal microorganismo utilizado para a

producdo de cerveja € possivel produzir cerveja suplementada com selénio.

1.1.2 OBJETIVO GERAL

Selecionar leveduras com potencial cervejeiro e produzir cerveja artesanal

suplementada com selénio.

1.1.2.1 Objetivos Especificos

v' Selecionar por meio de técnicas de analise multivariada leveduras com potencial
cervejeiro;

v Otimizar parametros fermentativos para producdo de cerveja suplementada com
selénio;

v Produzir cerveja suplementada com selénio e determinar os teores de selénio total e

selenocompostos.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS NA PRODUCAO DE CERVEJA

A cerveja € a bebida obtida pela fermentagéo alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do
malte de cevada e 4gua potavel, por acdo da levedura, com adic¢éo de lapulo. Parte do malte
de cevada podera ser substituida por adjuntos cervejeiros, cujo emprego é limitado a uma
quantidade méxima. Consideram-se adjuntos cervejeiros a cevada cervejeira e 0s demais
cereais aptos para o consumo humano, malteados ou ndo-malteados, bem como os amidos e

acucares de origem vegetal (BRASIL, 2009).

1.2.1.1 Agua

A 4gua constitui um dos principais fatores a serem levados em consideracdo na
fabricacdo de cervejas, constituindo o meio indispensavel a todas as reacBes quimicas e
bioquimicas formadoras da cerveja. Do ponto de vista quantitativo € a principal matéria
prima, visto que 92 a 95% do peso da cerveja é constituido de dgua (ALMEIDA e SILVA,
2005). Em termos qualitativos existem técnicas que permitem modificacdo da agua, através da
remocao ou adicdo de minerais (MORADO, 2009).

De acordo com Tschope (2001), a agua cervejeira deve conter as seguintes
caracteristicas: “teor maximo de ferro = 1,0 ppm; teor maximo de manganés = 0,1 ppm;
dureza total / teor maximo de carbonato de calcio = 100,0 ppm; e oxigénio necessario para
oxidar a matéria organica (DQO) — méaximo = 2,0 ppm”. Se necessario, devem ser realizados
tratamentos para torna-la adequada a indlstria cervejeira, sendo que o controle
microbioldgico é indispensavel (VENTURINI FILHO, 2000).

1.2.1.2 Malte

O malte é obtido a partir da germinacdo de cereais, sendo que o utilizado nas
cervejarias é obtido usualmente a partir de cevadas de variedades selecionadas

especificamente para esta finalidade. A cevada é uma graminea do género Hordeum, parente
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proxima do trigo e sua cultura é efetuada em climas temperados. No Brasil é produzida em
algumas partes do Rio Grande do Sul durante o inverno e na América do Sul a Argentina é a
grande produtora (CARVALHO, 2007).

Outros cereais tais como o trigo, aveia, centeio podem ser malteados, mas a cevada é a
mais utilizada por ser rica em amido e possuir um alto teor de proteinas em quantidade
suficiente para fornecer os aminodcidos necessarios para o crescimento da levedura, além de
fornecer substéncias nitrogenadas que desenvolvem um papel importante na formacdo da
espuma (CARVALHO, 2007).

Existem dois tipos principais de cevada: a de duas e a de seis fileiras. A primeira tem
duas fileiras de grdos na mesma espiga e € a mais utilizada porque contém grdos maiores e
mais uniformes. Essa mesma se subdivide em dois subgrupos principais: a cevada de haste
ereta (Hordeum distichum erectum) e a cevada de haste curta (Hordeum distichum nutans)
(CARVALHO, 2007). No Brasil a cevada cervejeira produzida nos estados do Sul apresenta
duas fileiras (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001).

1.2.1.3 Lapulo

O lapulo (Humulus lupulus) é uma planta trepadeira téxtil tipica de regides frias dos
EUA, Alemanha, Republica Tcheca, Poldnia, Australia, Nova Zelandia, Japdo, China, Chile,
Argentina e outros, mais precisamente entre os paralelos de latitude 35 e 55° (TSCHOPE,
2001). Pertence a familia Cannabinaceae, mas, apesar do parentesco com a Cannabis, ndo
contém substancias alucinégenas. O lapulo é uma planta didica, isto €, apresenta flores
masculinas e femininas em individuos diferentes, ndo havendo, portanto, planta hermafrodita
(VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001).

O lapulo é o responsavel pelo aroma e amargor caracteristicos da cerveja, sendo estes
obtidos por meio da adicéo das flores femininas ou frutos delas decorrentes, que sao ricas em
glandulas amarelas contendo lupulina. Além de aroma e amargor, o lUpulo apresenta acéo
anticéptica, pois os acidos isoalfa s@o bacteriostaticos; contribui também para a estabilidade
do sabor e da espuma da cerveja (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001).
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As partes mais importantes da lupulina s&o as resinas e o0s 6leos essenciais. Os 6leos
essenciais do lapulo concedem ao mosto e a cerveja o aroma tipico do lGpulo. Apesar de ser
volatil (96 — 98% se perdem por volatilizacdo durante a fervura do mosto) a pequena fracdo
restante, mesmo em concentracdo muito baixa, sofrera uma providencial oxidagdo e dard o
carater aromatico do lupulo a cerveja. Os 0Oleos essenciais do lupulo se dividem em duas
classes: os sesquiterpenos, de influencia positiva no aroma da cerveja (humuleno, f-
cariofileno, farneseno, pés-humoluno-1 e pés-humuleno 2) e os monoterpenos, de influéncia

negativa para o aroma (mirceno, linalol e pirenos a e ) (TSCHOPE, 2001).

As resinas sdo constituidas principalmente de acidos a e B. Os primeiros, também
chamados de humulonas, sdo a fonte principal de amargor na cerveja; enquanto que 0s
segundos, denominados lupulonas, sdo menos importantes. Durante a fervura do lapulo no
mosto, as moléculas de acidos o sdo isomerizadas para a forma de &cidos iso-o. Esses
compostos, também conhecidos como iso-humulonas, sd0 muito amargos e muito mais
sollveis do que os acidos a (BENITEZ et al., 1997).

O lapulo é comercializado em trés diferentes formas: em flor, pellets ou extrato. A flor
naturalmente é pouco utilizada nos dias atuais, em virtude do prazo de validade, bem como do
teor de resinas, quando comparada as outras formas. O formato em pellets contém o lGpulo
em po6 concentrado ou ndo, possibilita o facil manuseio e automacdo na dosagem deste
constituinte na etapa de cozimento do mosto. Como extrato, o lUpulo é moido e através de
solventes organicos (hexano, metanol) extraem-se componentes amargos e 6leos entéricos,
que sdo novamente vaporizados. Essa ultima forma é a mais utilizada, devido a economia de
espaco, por possuirem maiores densidades, além de permitir o armazenamento por periodos
prolongados (KALNIN, 1999; REINOLD, 1990; VENTURINI FILHO, 2005).

1.2.1.4 Leveduras Cervejeiras

As leveduras utilizadas na producgéo da cerveja pertencem ao género Saccharomyces e
estdo distribuidas na espécie S. cerevisiae, sendo responsaveis pela fermentacdo alcoolica do
mosto cervejeiro, metabolizando os agucares fermentesciveis para produzir alcool, gas

carbonico, energia na forma de ATP e calor (CURI, 2006). As caracteristicas de sabor e
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aroma de qualquer cerveja sdo determinadas principalmente pelo tipo de levedura utilizada.
Sdo tdo importantes que classificam as cervejas, sendo os dois principais tipos Ale ou Lager.

Leveduras Ale sdo predominantemente classificadas como S. cerevisiae, embora
algumas cepas sejam, na verdade, hibridos entre S. cerevisiae e S. kudriavzevii (GONZALEZ
& QUEIROL, 2008). Ja leveduras Lager sdo S. pastorianus, uma espécie domesticada,
proveniente da fusdo entre 0s genomas das espécies S. cerevisiae e S. eubayanus, gerando um
hibrido tetraploide. Portanto, S. pastorianus trata-se de uma espécie exclusiva do meio
produtivo, e ausente naturalmente no ambiente (LIBKIND, et. al., 2011). Os taxonomistas
tém designado que todas as leveduras empregadas na producdo de cerveja pertencem a
espeécie S. cerevisiae (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001; CARVALHO et. al., 2006).

Entretanto, as leveduras S. cerevisiae tipo ale e S. cerevisiae tipo lager apresentam
algumas diferencas bioquimicas, o que justifica manter uma diferenciacéo entre elas. As cepas
de S. pastorianus tipo lager possuem os genes MEL que produzem a enzima extracelular o-
galactosidase (melibiase), permitindo a utilizacdo do dissacarideo melibiose (glicose-
galactose). As cepas de S. cerevisiae tipo ale ndo possuem esses genes MEL, o que
impossibilita a utilizacdo da melibiose. Além disso, as cepas ale podem crescer a 37°C,
enquanto as cepas lager ndo apresentam crescimento com temperaturas superiores a 34°C
(VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001; CARVALHO et. al., 2006).

A cerveja Lager, é produzida por leveduras de baixa fermentacdo com temperatura que
varia entre 7 e 15°C, as quais floculam no final da fermentacdo (7 a 10 dias), sendo coletadas
na base do fermentador; este tipo de cerveja é elaborada com linhagens de Saccharomyces
pastorianus sendo mais popular mundialmente. As leveduras de alta fermentacdo, usadas na
producdo de cervejas do tipo Ale, fermentam com temperaturas entre 18 e 22°C. No final da
fermentacdo (3 a 5 dias) as células se elevam a superficie do liquido formando uma pelicula
flutuante e espessa de biomassa que podem ser retiradas desta superficie; as cervejas Ale sdo
elaboradas com linhagens de Saccharomyces cerevisiae sendo muito populares na Gra
Bretanha. Embora exista esta diferenciacdo tecnologica no setor de cervejarias, geralmente a
espécie de levedura cervejeira é a Saccharomyces cerevisiae, sendo que outras classificacdes
sdo utilizadas para agrupar diferentes linhagens de Saccharomyces (DRAGONE et. al., 2010;
CARVALHO et al., 2006; VARNAM & SUTHERLAND, 1994; VAUGHAN-MARTINI &
MARTINI, 1993; ANDRIETTA et. al., 1999).
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A depender do estilo de cerveja, outras cepas podem ser utilizadas. Como exemplos,
em cerveja tipo Lambics utiliza-se Bretanomyces, uma cepa de levedura selvagem que
fermenta em conjunto com uma bactéria latica; ja em cerveja Bavarian weissbier (cerveja de
trigo) emprega-se a levedura Torulaspora deubrueckii (BRIGS, et. al. 2004; EDWARD,
2009).

1.2.1.5 Adjuntos

Os adjuntos na producdo de cerveja podem ser definidos como qualquer fonte de
carboidrato diferente do malte de cevada que contribui com acUcares para 0 mosto
(STEWART, 1994). O uso de adjuntos para suplementar o0 mosto constitui uma prética de
reducdo de custos empregada em varias cervejarias e microcervejarias (YOUNIS &
STEWART, 1999).

De acordo com a sua composi¢do quimica, os adjuntos podem ser classificados em
amilaceos e acucarados. Tradicionalmente, o milho na forma de grits e arroz como quirera
tém sido os mais utilizados pelas cervejarias em todo mundo, incluindo as do Brasil. Dentre
0s adjuntos agucarados sobressaem os xaropes de cereais, sendo o de milho o principal deles,
0 aclicar comum e o invertido (xarope de glicose e frutose) provenientes da cana-de-agucar ou
beterraba sacarina (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001).

Segundo Reitenbach (2010), o uso de adjuntos cervejeiros pode resultar em um
produto com alta estabilidade fisica, melhor resisténcia ao resfriamento e maior brilho. A
estabilidade fisica é devido ao fato de que os adjuntos comumente usados ndo contribuirem
com material proteico, e sim, com carboidratos, o que é vantajoso para estabilidade coloidal.

Os adjuntos, com excec¢do da cevada, tem pouca contribuicdo em compostos fendlicos.

A quantidade méxima de adjuntos de acordo com a legislacdo brasileira é de 45%,
sendo que se passar disso, a cerveja deve se chamar “cerveja de [adjunto utilizado]”. O
adjunto ideal depende do objetivo para o qual quer se adiciona-lo na formulacdo da bebida,
mas de maneira geral, deve produzir agtcares fermentesciveis e dextrinas ndo fermentesciveis
em proporc¢des semelhantes as obtidas da cevada, e com incremento minimo de proteinas

soltveis. O maximo possivel, dentro dessas possibilidades, é determinado ainda pela
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capacidade das enzimas do malte em hidrolisar todo o amido contido nas matérias primas, e
pela capacidade do malte de suprir a necessidade da levedura de nutrientes diversos, como 0
nitrogénio (REITENBACH, 2010).

1.2.2 PRODUCAO DE CERVEJAS

De acordo com Venturini Filho (2000) o processo de elaboragdo de cervejas pode ser
dividido em trés etapas: producdo do mosto; processo fermentativo; e acabamento ou pds

tratamento.

1.2.2.1 Producéo do Mosto

Na Figura 1.1 sdo apresentadas as etapas de producdo do mosto, que se inicia com a
moagem do malte, um processo puramente fisico que tem por objetivo promover a exposicao
do amido do endosperma além de aumentar a area superficial para acdo das enzimas na
proxima etapa (mosturacéo). Em virtude das cascas do malte serem utilizadas para filtrar o

mosto, 0 malte é esmagado (e ndo triturado) entre rolos cilindricos (CRUZ, 2007).

's N 's A s ~

Malte > Moagem > Mosturacao
- \L y 'S ) 'S ™\
Filtragio > Fervura > Mosto Cervejeiro
' \L ™\ 'S ™\ s ~\
Fermentacao > Maturagdo > Clarficagao
[ Envase / Carbonatagao ] “/{ CERVEJA ]

Figura 1.1 — Fluxograma do processo produtivo de cerveja artesanal puro malte

A moagem do malte é uma etapa muito importante, pois ira influenciar velocidade da
transformacéo fisico-quimica, o tempo de filtracdo do mosto, a acdo das enzimas no amido e a

qualidade do produto final. De acordo com Martins (1991), o grdo do malte (Figura 1.2A) nédo
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deve ficar em forma de farinha (muito fino) para evitar entupimento na filtragdo, nem muito
grosso, para ndo dificultar a hidrolise do amido. Para Venturini Filho & Cereda (2008), um
malte bem moido deve ter auséncia de grdos inteiros, a maioria das cascas rasgadas
longitudinalmente, o endosperma quebrado em particulas menores de tamanho uniforme e

quantidade minima de farinha (Figura 1.2B).

Apds a moagem, a proxima etapa € a mosturacdo ou brassagem, que constituem
termos utilizados pelos cervejeiros para 0 processo de embeber em agua quente 0 malte. Tem
por objetivo a hidratacdo do malte, utilizando controle de temperatura e pH, visando a
ativagdo das enzimas presentes no malte. As amilases convertem o amido em acUcares
fermentesciveis (maltose principalmente) e dextrina ndo fermentavel; as proteases degradam
as proteinas formando aminoacidos e peptideos; e as fosfatases liberam ions de fosforo
organico para o mosto (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2008).

Segundo Cereda (1983) e Martins (1991), as reacdes enzimaticas podem ser aceleradas
em fungdo do pH e da temperatura de acdo de cada enzima. Desta forma, dependendo do
estilo de cerveja que se deseja produzir, serd necessario controlar o pH do mosto e ajustar o
tempo e as temperaturas do processo de mosturagdo, além de definir os ingredientes em
qualidade e quantidade. Na Tabela 1.1 sdo apresentadas as faixas 6timas de temperatura e de
pH de atuacdo das diferentes enzimas no processo de mosturacao.
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Tabela 1.1: Relacdo de enzimas e suas condi¢des 6timas de temperatura e pH para degradacgéo
de substratos durante a mosturagéo

Enzimas | Temperatura (°C) | pH \ Substrato
Hemicelulases 40-45 4,5-4,7 Hemicelulose
Exopeptidades 40-50 5,2-8,2 Proteinas

Endopeptidades 50-60 5,0 Proteinas
Dextrinase 55-60 51 Amido
Beta-amilase 60-65 5,4-5,6 Amido
Alfa-amilase 70-75 5,6-5,8 Amido

Fonte: TSCHOPE, 2001.

Como visto anteriormente, diferentes enzimas possuem faixas de temperatura
especificas de atuacdo em cada substrato; esta variabilidade gera perfis diferentes de
moléculas de amido resultando, por sua vez, em aclcares com cadeias de carbono maiores ou
menores (PALMER, 1999). Geralmente o uso de altas temperaturas na mostura (67 a 72°C)
produz agucares mais complexos, chamados "dextrinas", que ndo sdo fermentadas pelas
leveduras, resultando em cervejas mais doces e encorpadas. Em temperaturas mais baixas na
mistura (62 a 66°C) as enzimas produzem acucares basicos, como a maltose, que sdo
fermentados completamente pelas leveduras, resultando em cervejas "secas” ou sem dogura.
O tempo tipico dessa etapa em pequenas cervejarias € de 90 minutos (ERTHAL, 2006). No
processo de mosturacdo consegue-se a extracdo de 65% dos sélidos totais do malte
(CARVALHO, 2007).

Realizada a mosturacdo, passa-se a filtracdo ou clarificacdo, com o objetivo de
separar a parte sélida da liquida. Neste contexto, 0 mosto é filtrado para separar 0s solidos ndo
desejaveis (bagaco) do liquido doce. A filtracdo é extremamente importante para a qualidade
da cerveja, visto que os solidos contém grande quantidade de proteinas e enzimas coaguladas,
resquicios de amido ndo modificado, material graxo, silicatos e polifendis. Essas substancias
podem prejudicar as caracteristicas organolépticas de sabor, odor, viscosidade, assim como 0
visual da cerveja (REITENBACH, 2010).

Apos a separacgdo das partes, a camada filtrante (cascas/bagaco do malte) é lavada com
certa quantidade de agua (denominada de &gua secundaria) a 78°C. Nesta temperatura a
viscosidade do mosto diminui, diluindo os acgucares, que terdo mais facilidade para se
livrarem dos solidos do bagago, diminuindo as perdas; as enzimas estdo inativas; o

desenvolvimento bacteriano estd bloqueado; e ndo existe risco de extrair substancias
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insolUveis das matérias primas, principalmente taninos da casca do malte. (VENTURINI
FILHO, 2000).

Apos filtrado passa-se a etapa de fervura, que tem duragdo de 60 a 90 minutos, e é
feito para esterilizar e desnaturar as proteinas e enzimas, assim como garantir a qualidade do
ponto de vista sensorial e coloidal. Esse processo ndo pode ser muito longo, pois a reacao de
escurecimento ndo enzimatico (Reacdo de Maillard) que intensifica a cor do mosto pode ter
efeito negativo, conduzindo & perdas das caracteristicas de cor e sabor desejaveis.
(REITENBACH, 2010).

Durante o processo de fervura é adicionado o lupulo, para estabilizar o mosto e
conferir amargor e aroma a cerveja. Em muitos casos adiciona-se o lapulo no inicio e no final
da fervura. Quando se deseja ter uma cerveja mais aromatica, adiciona-se lupulo aromatico no
final da fervura, pois os Oleos essenciais sdo volateis e evaporam em altas temperaturas
(CEREDA, 1983).

Ao término da fervura elimina-se o trub (o lupulo utilizado e os materiais coagulados)
por filtragem ou decantacdo e resfria-se 0 mosto. A importancia da sua eliminacao deve-se ao

fato de que estes materiais, ao fermentarem, trardo sabores aguados e estranhos a cerveja.

O resfriamento do mosto deve ser rapido para evitar a oxidacdo, contaminagdo por
microrganismos e formacdo de DMS (Dimetil Sulfeto) (SILVA et. al., 2009). A temperatura
final vai depender do tipo de cerveja que sera produzida: para cerveja Lager, 7 a 15 °C e para
Ale, 18 a 22 °C (SILVA, 2005). Apbés o resfriamento, o0 mosto precisa passar pela
hidromassagem para a decantacdo de todas as substancias solidas ndo desejaveis, e
consequentemente, clarificacdo e purificacdo da cerveja. (GAUTO, 2006; CARVALHO,
2007; REITENBACH, 2010).

1.2.2.2 Processo Fermentativo

A fermentacdo € resultado do metabolismo das leveduras que séo capazes de converter
acucares fermentaveis em dioxido de carbono e etanol. Além destes, outros subprodutos

metabolicos podem ser gerados durante a fermentacdo, os quais, juntamente com aqueles
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provenientes do malte e do lUpulo serdo os responsaveis por formar o flavour (aroma e sabor)
das cervejas (OLANIRAN et al., 2011; LEl et al., 2012).

As leveduras sdo responsaveis pela fermentacdo do mosto. O processo fermentativo
para a producéo de cerveja é dividido em fermentacédo primaria e fermentacao secundaria.
A fermentacdo primaria tem como principal objetivo a producdo de etanol e gas carbénico,
pela acdo das leveduras ao consumir os agucares fermentesciveis presentes no mosto
produzido. Conforme j& descrito anteriormente, ha dois tipos de fermentacdo: a fermentacéo
de alta para cervejas Ale, e a fermentacdo de baixa para cervejas Lager. As cervejas do tipo
Ale sdo produzidas por leveduras Saccharomyces cerevisiae, em temperatura entre 18 e 22 °C,
com duracdo de 3 a 5 dias; as cervejas Lagers sdo produzidas por leveduras Saccharomyces
pastorianus, em temperatura entre 7 e 15 °C com duracdo de 7 a 10 dias (SILVA 2005;
LIBKIND, et. al., 2011).

As estirpes de leveduras cervejeiras sdo anaerobios facultativos que podem
metabolizar a glicose (e outros acucares) em condi¢bes tanto de anaerobiose como de
aerobiose. Durante o crescimento aerobio tanto a fermentacdo como a respiracdo podem
contribuir para o catabolismo da glicose, constituindo este, portanto, um metabolismo respiro-
fermentativo, o qual é provocado por um efeito conhecido como efeito Crabtree ou repressao
metabolica. Em condicGes anaerdbias apenas a fermentacdo é possivel. Energeticamente,
sendo-lhes mais favoravel respirar do que fermentar as leveduras fermentam o menos
possivel, favorecendo a respiracao (Efeito Pasteur). Contudo, nas estirpes cervejeiras, o efeito
Pasteur estd normalmente ausente (CRUZ, 2007). A principal diferenca entre o efeito Pasteur
e o efeito Crabtree é que no primeiro observa-se a tendéncia da levedura respirar em meios
anaerdbios, enquanto no segundo constata-se que a levedura pode fermentar mesmo na
presenca de oxigénio (NOGUEIRA & VENTURINI FILHO, 2005).

Na fermentacdo, varios aspectos devem ser considerados para obter uma boa cerveja.
Entre eles podemos citar a selecdo de uma boa cepa de levedura (deve flocular e decantar no
fundo do tanque fermentador ao final do processo); se a cerveja sera de baixa ou de alta
fermentacdo; a concentracdo celular a ser utilizada; os dados de crescimento e morte celular
do microrganismo; tempo; e como determinar o término da fermentagdo (REITENBACH,

2010). A fermentacdo alcodlica preserva os alimentos, tanto diminuindo o pH, como pela
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producdo de etanol, condi¢cBes nas quais poucos microrganismos, além das leveduras,
sobrevivem (FERREIRA, 2006).

Ao término da fermentacdo primaria, o resultado ¢ uma cerveja denominada “cerveja
verde” a qual precisa passar por outro processo fermentativo, denominado fermentacéo
secundaria ou maturacdo. A maturacdo ocorre em temperatura baixa, entre 0 e 3°C e pode
levar semanas ou até mesmo meses, dependendo do tipo de cerveja que esta sendo produzida
e se a fermentacdo foi de alta ou baixa (CEREDA, 1983). Segundo Dragone et. al. (2010), a
maturacdo tem como objetivo principal estabilizar o diacetil, composto formado na
fermentacdo primaria; iniciar a clarificacdo da cerveja pela sedimentacdo de células de
leveduras e proteinas; propiciar a carbonatacdo (quando em baixa temperatura, 0 Qas
carbonico é absorvido pela cerveja) e melhorar o odor e sabor da cerveja, pela reducéo de
diacetil, acetaldeido e cido sulfidrico.

1.2.2.3 Acabamento ou Pés-Tratamento

O acabamento ou pds tratamento consiste nas etapas finais de producéo da cerveja,
sendo estes: filtragem, gaseificagcéo e envasamento e pasteurizagéo.

Apo6s a maturacdo a cerveja é filtrada, em alguns casos, para a eliminacdo de
particulas menores em suspensao, se tornando cristalina, brilhante e transparente. A filtracéo,

em tese, ndo altera a composi¢do e o sabor da cerveja (REITENBACH, 2010).

Adiciona-se como beneficio da filtracdo, o padrdo da cerveja dentro da garrafa, pois
em alguns casos, principalmente em cervejas caseiras ou artesanais, o liquido na parte inferior
€ muito mais denso do que na parte superior, e algumas pessoas que nao estdo acostumadas
ligam isso a falta de qualidade. Por outro lado, a ndo filtracdo da cerveja acaba deixando as
leveduras em suspensdo, que sao ricas em vitaminas, enriquecendo nutricionalmente a
cerveja. Nessa fase sdo adicionados estabilizantes, antioxidantes, entre outras coisas
(REITENBACH, 2010).

A gaseificacdo pode ser feita com injecdo de CO, forcadamente, ou por priming
(adicdo de agUcares fermentesciveis para que a levedura fermente e libere CO;). Na industria
geralmente se coloca na cerveja o CO, que foi reservado da fase de fermentagéo, ou se faz
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uma técnica parecida com a do priming, porém sem adicao de agUcar. A técnica parecida com
a do priming é um sistema que permite manter a cerveja sob pressdo de CO; no tanque de
maturacdo. Assim, a cerveja ndo perde todo o gas que trouxe da fermentacdo e permite
acumular mais um pouco produzido no préprio maturador. Se depois disso a cerveja ndo
estiver com a pressdo adequada para o envase, é adicionado CO, forcadamente. H& empresas
que injetam géas de qualquer forma, sem se preocupar se terd como a propria cerveja produzir
0 gas ou ndo, e s6 depois mantém-nas nos tanques pressurizados até a carbonatacdo. Existem
cervejarias, ainda, que eventualmente injetam gas nitrogénio, com o intuito de favorecer
caracteristicas de formacéo de espuma (SANTOS & RIBEIRO, 2005).

Para producdes de carater artesanal é feito o priming, que consiste na adicdo de agUcar
na cerveja ndo filtrada, e imediato envasamento. Esse agUcar adicionado deve ser o de mais
facil uso da levedura, por isso ele passa pelo processo de inversao (é fervido por algum tempo
para que a sacarose se transforme em glicose + frutose, e em baixo pH para que ndo haja
caramelizacdo). As leveduras da cerveja irdo fermentar esse acglcar, e produzir CO,, e por

estar fechada, a garrafa vai pressurizar, e o gas carbonico ird se armazenar no liquido.

O envasamento pode ser feito junto com o priming, e o principal cuidado nesse
momento diz respeito a esterilizacdo das garrafas. Em casa, elas podem ser lavadas com
solucdo de iodo, 4gua a 100°C em abundancia, entre outras coisas. Na industria se faz uso de
varias solucBes, como a de hidroxido de soédio. Em laboratério é possivel autoclavar as
garrafas. Caso isso ndo seja feito, a chance de contaminacdo da cerveja é muito grande,
colocando tudo a perder justo no momento onde ja foi gasto a maior quantidade de tempo e
dinheiro para o desenvolvimento do produto (PALMER, 1999).

A pasteurizacdo é uma etapa optativa, sendo que a diferenca do chope (ou cerveja
viva) para a cerveja, é que a cerveja € pasteurizada, e o chope ndo. Normalmente, para
cervejas artesanais ou caseiras, nao € feita a pasteurizacdo, pois se deseja manter o gosto
original da cerveja, bem como as leveduras vivas para serem degustadas. De acordo com
Carvalho (2007), a pasteurizacdo pode ser realizada por dois processos, que acontecem em

tempos diferentes:
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v" Antes do envasamento: quando o liquido passa por placas do trocador de calor, e
permanece por alguns segundos por 75°C. Nesse processo a cerveja perde muito gas

CO,, que deve ser reposto.

v" Apo6s 0 envasamento, ou em tanel: consiste em passar as latas ou garrafas de cervejas
por um tlnel onde ¢é borrifado vapor d’agua no produto, fazendo-0 aquecer até 70°C, e

depois é borrifado &gua fria, fazendo o produto voltar a uma temperatura segura.

1.2.3 O SELENIO

O selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacobs Berzellius, quando
analisava um deposito vermelho na parede de camaras de chumbo usadas na producdo de
4cido sulfarico. E classificado como um metaloide situado entre o enxofre e o teltrio no

grupo VI A e entre o0 arsénio e 0 bromo no 4° Periodo da Tabela Periddica (TINGGI, 2003).

O selénio é um mineral que desempenha funcbes antioxidantes, sendo um nutriente
essencial para os animais e seres humanos. Pode encontrar-se em quatro estados de oxidacéo,
tais como selénio elementar (Se°), seleneto (Se?), selenito (Se"“03%) e selenato (Se™"®0,%) e
em duas formas quimicas como sais minerais inorganicos (selenito de sédio, selenato) e

organicos (selenometionina, selenocisteina) (STOLZ et al., 2006).

O mineral é amplamente distribuido em toda a crosta terrestre, entretanto, a quantidade
é bastante variavel e, por consequéncia, os solos apresentam contetidos de selénio que podem
variar de quantidades traco até niveis toxicos, como os solos seleniferos da Irlanda que
atingem concentragdes de selénio de 1250 mg kg™ (ALISSA et. al., 2003; HARTIKAINEN,
2005).

Alimentos como a castanha-do-para e o rim bovino sdo considerados as melhores
fontes de selénio. Carne bovina, frango, peixe e ovos, além de serem ricos em proteinas,
também apresentam quantidades importantes de selénio e em muitos paises sdo a principal
fonte alimentar do mineral. Leite e derivados, dependendo da espécie animal e do contetido de
gordura, também podem fornecer boas quantidades do mineral, sendo que o leite de vaca e
aqueles com maior quantidade de gordura apresentam as menores concentragdes. Frutas e

verduras, em geral, sdo pobres em selénio, com exce¢do dos vegetais denominados
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“acumuladores” de selénio, como alho, mostarda indiana, brocolis, couve-de-bruxelas, couve
rdbano, couve-flor, repolho, cebola e alguns cogumelos, os quais podem fornecer quantidades
importantes do mineral quando consumidos adequadamente. O lévedo de cerveja também
pode ser classificado como fonte de selénio. Em regides com solos que apresentam
quantidade suficiente de selénio, o trigo € uma boa fonte do mineral, e, por consequéncia, 0
consumo de pées e cereais pode contribuir com a ingestdo do mineral (ALISSA et. al., 2003;
NAVARRO-ALARCON & CABRERA-VIQUE, 2008; RAYMAN, 2000).

1.2.3.1 O Selénio e a Saude Humana: Essencialidade versus Toxidade

A importéncia do selénio (Se) como elemento traco essencial para a saide humana
(PEDRERO & MADRID, 2009) é reconhecida e a sua deficiéncia estd diretamente
correlacionada a ocorréncia de varias doengas (BOOSALIS, 2008; LU & HOLMGREN,
2009; RAYMAN, 2000; LATRECHE & CHAVATTE, 2008).

Em vaérias regibes do mundo o teor de selénio na dieta foi estimado como sendo
insuficiente para a correta atividade de protecdo das selenoenzimas. Os primeiros relatos de
doencas devido a deficiéncia de selénio na populagdo humana ocorreram na China (TINGGI,
2003). A deficiéncia em selénio diminui a quantidade de selenoproteinas, alterando os
processos bioldgicos mediados por estas, e impede a sintese e a funcdo da GPX (glutationa-
peroxidase). Os efeitos da deficiéncia de selénio sdo geralmente a cardiomiopatia reversivel,
conhecida como a doencga de Keshan, infertilidade e artrite (PEDRERO & MADRID, 2009).

A dose diaria recomendada (DDR) de selénio para homens e mulheres é de cerca de
55ug.dia, muito embora este valor dependa do pais, regido, idade e sexo dos individuos
(PEDRERO & MADRID, 2009). O nivel méaximo de ingestdo de selénio é cerca de
400ug.dia. A ingestdo elevada de selénio pode causar toxicidade provocando selenose
(anormalidades neuroldgicas, mancha esbranquicada nas unhas) (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2000).

O selénio pode ter um efeito antioxidante e pro-oxidante quando em excesso,
dependendo da espécie, do estado de oxidagdo e da concentragdo. Os efeitos benéficos

parecem estar associados a reducgdo dos danos oxidativos causados pela excessiva quantidade
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de espécies reativas de oxigénio (ROS) (BERGER, 2005; PEDRERO & MADRID, 2009). O
selénio na forma de selenocisteina (constituinte do centro ativo da enzima glutationa-
peroxidase que é responsavel pela remocao do perdxido de hidrogénio) desempenha um papel
importante no sistema imunologico, reduzindo a presenca de ROS contribuindo para a
diminuicdo do desenvolvimento de doencgas crénicas, como o cancro e doencas cardiacas. A
toxicidade do selénio pode levar a formacdo de ROS, as quais podem induzir a oxidacdo do
DNA, & quebra da sua cadeia dupla e a morte celular (PEREZ-CORONA et al., 2011;
NAVARRO-ALARCON & CABRERA-VIQUE, 2008).

1.2.3.2 Suplementacéo do Selénio por Leveduras

A partir do conhecimento das propriedades antioxidantes e preventivas do selénio
contra o cancro, além de estudos “in vitro” demonstrarem ser um importante inibidor da
replicacdo do virus HIV, bem como melhorar a resposta imunoldgica a doencas relacionadas
com este virus como a herpes e candida, ha um grande interesse em desenvolver suplementos
nutricionais enriquecidos com selénio (RAYMAN, 2012; NAVARRO-ALARCON &
CABRERA-VIQUE, 2008; PONCE DE LEON et al., 2002).

A levedura S. cerevisiae tem a capacidade de transformar o selénio inorganico em
compostos organicos e, dependendo das condices de crescimento, pode acumular elevadas
quantidades de selénio (até 3000 mg kg™) e transforma-lo em selenometionina (PEDRERO &
MADRID, 2009; PEREZ-CORONA et al., 2011).

A producdo de leveduras selenizadas é relativamente econdmica e consegue-se
mediante o enriquecimento com selenito de sddio, entretanto seu uso nao se restringe a
preparacdo de suplementos. Na regido norte da Ucréania, utiliza-se como fermento para a
elaboracdo de pdo. O teor de selénio neste pdo € equivalente a 25 % do DDR e é encontrado
principalmente na forma de selenometionina (PEDRERO & MADRID, 2009).

A partir destas abordagens, Pérez-Corona et. al. (2011) avaliaram em escala
laboratorial pela primeira vez a transformacdo do selenito pelas leveduras da espécie S.
cerevisiae e S. bayanus durante a produgdo de vinho branco, concluindo que a producdo de

vinho branco por fermentacdo alcodlica é compativel com a presenca de selénio inorganico e
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independente da espécie utilizada, e que o vinho com selénio pode ser uma fonte adequada de
selenometionina. Também em escala laboratorial, Martinez et. al. (2012) avaliaram a
biotransformacdo de selenito por leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
uvarum em fermentacGes para producao de cerveja Ale e Lager, respectivamente, concluindo
que processo de fermentacdo alcodlica ndo foi afetado pela presenga de selénio,
independentemente do tipo de levedura, e que a selenometionina foi o principal composto de

selénio encontrado nas leveduras e nas cervejas.
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APLICACAO DE TECNICAS DE ANALISE MULTIVARIADA PARA SELECAO DE
LEVEDURAS COM POTENCIAL CERVEJEIRO

RESUMO

A cerveja € a bebida alcodlica mais consumida no mundo, produzida a partir de 4gua, malte e
lupulo, fermentada e carbonatada por acdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae. As
leveduras sdo tdo importantes que definem o tipo de cerveja a ser produzida (Ale ou Lager) e
assim como para 0 malte e o lGpulo, as pesquisas no Brasil ainda séo incipientes, sendo
necessario a sua importacdo. Varias sdo as caracteristicas que definem o potencial de uma
levedura para producdo de cerveja, as quais sdo avaliadas a partir da realizacdo de diversas
analises ao longo do processo fermentativo. As técnicas estatisticas de analise multivariada
podem auxiliar na tabulacdo e analise exploratoria dos dados obtidos, possibilitando o
reconhecimento de padrdes. Esta pesquisa objetivou utilizar metodologias de analise
multivariada para selecionar leveduras com potencial para producdo de cerveja. Foram
avaliadas 10 cepas de leveduras, isolados dos biomas Mata Atlantica e Caatinga da Bahia —
Brasil, em fermentag&o conduzida em mosto puro malte de cevada a 12 °P, sendo realizadas
analises de: extrato aparente, producdo de etanol, grau aparente de fermentacdo, consumo de
maltose e maltotriose e producdo de glicerol. Anélise de Componentes Principais, Analise de
Agrupamentos Hierarquicos e Mapas Auto-Organizaveis de Kohonen foram utilizados para a
selecdo das leveduras. As leveduras comerciais S-23 (Lager) e S-04 (Ale), fabricante
Fermentis, foram utilizadas como parametro de controle. As cepas SC52, SC57 e SC82 foram
selecionadas como potenciais para producdo de cerveja, apresentando rendimentos
fermentativos superiores as leveduras comerciais. Os resultados analisados por meio de
comparacdo das médias das analises realizadas ao longo do processo fermentativo foram
idénticos aos obtidos por meio das técnicas de analise multivariada utilizadas, evidenciando
que as metodologias podem ser utilizadas em trabalhos de selecéo de leveduras para produgéo
de cervejas.

PALAVRAS-CHAVE: Analise multivariada; Saccharomyces cerevisiae; Cerveja
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APPLICATION OF MULTIVARIATE ANALYSIS TECHNIQUES FOR SELECTION
OF YEAST WITH POTENTIAL BREWER

ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage in the world, produced from water, malt and
hops, fermented and carbonated by yeast Saccharomyces cerevisiae. Yeasts are so important
that they define the type of beer to be produced (Ale or Lager) and as for malt and hops,
research in Brazil is still incipient, and its importation is necessary. There are several
characteristics that define the potential of a yeast for brewing, which are evaluated from
several analyzes throughout the fermentation process. The statistical techniques of
multivariate analysis can aid in the tabulation and exploratory analysis of the obtained data,
allowing the recognition of patterns. This research aimed to use multivariate analysis
methodologies to select yeasts with brewing potential. Ten strains of yeast isolated from the
Atlantic Forest and Caatinga biomes of Bahia - Brazil were evaluated in a fermentation
conducted in pure malt barley at 12 °P, and analyzed for: apparent extract, ethanol production,
apparent degree of fermentation, Consumption of maltose and maltotriose and production of
glycerol. Principal Component Analysis, Hierarchical Clusters Analysis and Kohonen's Self-
Organizing Maps were used for the selection of yeasts. Commercial yeasts S-23 (Lager) and
S-04 (Ale), manufacturer Fermentis, were used as control parameters. The strains SC52, SC57
and SC82 were selected as potentials for beer production, presenting higher fermentative
yields than commercial yeasts. The results analyzed by means of a comparison of the means
of the analyzes carried out along the fermentation process were identical to those obtained
through the multivariate analysis techniques used, evidencing that the methodologies can be
used in yeast selection works to produce beers.

KEY WORDS: Multivariate analysis; Saccharomyces cerevisiae; Beer
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2.1 INTRODUCAO

Muitas sdo as espécies de leveduras empregadas em processos biotecnoldgicos sendo
que a principal é a Saccharomyces cerevisiae devido a sua fisiologia fermentativa Unica
(JOHNSON & ECHAVARRI-ERASUN, 2011). E uma espécie de levedura amplamente
estudada dada a sua relevancia para as industrias de alimentos e bebidas, medicina e

agricultura.

As leveduras sdo cultivadas visando a obtencdo de biomassa (para industrias de
fermentos bioldgicos), derivados de componentes celulares (como nas inddstrias
farmacéuticas e de suplementos alimentares) e a producdo de compostos (como o etanol)
(TORTORA et. al., 2002). Para cervejas, além de produzir etanol e CO, sdo responsaveis por
conferir sabor, aroma e textura.. E o organismo biol6gico que transforma o mosto cervejeiro
em produto final. So tdo importantes que definem o tipo de cerveja que sera produzida,
classificando-as em Ale ou Lager, a depender do tipo de cepa utilizada. Entretanto a maioria
deste material ndo é produzido no Brasil, 0 que resulta num custo elevado de aquisicao
(CEREDA, 1983; SILVA, 2005; CARVALHO et. al., 2006 e DRAGONE & ALMEIDA E
SILVA, 2010).

A cerveja pode ser definida como uma bebida produzida a partir de &gua, malte e
lupulo, fermentada e carbonatada por acdo de leveduras. As etapas de producdo de cerveja
(Figura 2.1) variam em funcéo do estilo a ser produzido, entretanto de uma forma geral o
processo envolve quatro fases: (1) maltagem (com base na germinacdo de cevada); (2)
producdo de mosto (maceracao, isto €, a extracdo e a hidrolise dos componentes do malte e,
possivelmente, outros cereais, seguindo-se a separagdo dos componentes ndo sollveis e
ebulicdo com ldpulo ou extratos de lGpulo); (3) de fermentacdo (na maioria dos casos,
divididos em fermentacdo primaria ou principal e fermentacdo secundaria); e (4) acabamento

(filtracdo, estabilizacdo, engarrafamento, etc.) (LINKO, et. al., 1998).
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Figura 2.1 — Processo simplificado de fabricacdo de cerveja. Adaptado de LINKO, et. al. (1998).

A excecdo da 4gua, as demais matérias primas utilizadas para a producdo de cervejas
no Brasil sdo em sua grande maioria importadas, existindo poucos estudos e pequenas areas
cultivadas de cevada e de ltpulo. No que diz respeito as leveduras utilizadas no processo, 0s

estudos ainda séo incipientes, sem registros na literatura.

Considerando a grande biodiversidade brasileira alguns centros de pesquisa ja
possuem a sua colecdo de cepas, isoladas dos mais diversos biomas a exemplo do Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS) e do Laboratério de Microbiologia Aplicada da Agroindustria (LABMA) da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), localizados no Estado da Bahia-Brasil, nas

cidades de Feira de Santana e llhéus, respectivamente.

Leveduras consideradas boas produtoras de cerveja apresentam as seguintes
caracteristicas: velocidade rapida de fermentacdo, sem crescimento celular excessivo;
utilizacdo eficiente da maltose e maltotriose; habilidade de tolerar o estresse imposto pelas
altas concentracgdes de alcool e pressdes osmoticas do mosto (PRIEST & CAMPBELL, 1996).

Tais caracteristicas sdo observadas partir da realizacdo de analises e consequentemente
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avaliacdo dos dados gerados ao longo do processo fermentativo. O tratamento e a percepgao
do que estes dados representam s&o importantes para avaliacdo da capacidade produtiva da

levedura em estudo.

Atualmente existem diversas técnicas disponiveis para manipulacdo e tratamento de
dados, possibilitando o destaque de algumas informacGes ou que inteligentemente
reconhecem padr@es existentes e potencialmente relevantes. Dentre estas, estdo a Analise de
Componentes Principais (ACP); Andlise de Agrupamentos Hieraquicos (AAH) e os Mapas
Auto-Organizaveis de Kohonen (Self Organizing Maps — SOM), uma técnica de Redes
Neurais Artificiais de analise exploratéria e reconhecimento de padrées (FERNANDES,
2010).

Diante deste cenario e considerando que a cerveja é a bebida alcodlica mais consumida
do mundo, bem como observando o crescente movimento de produgéo de cerveja artesanal no
Brasil, este trabalho objetiva utilizar técnicas multivariadas como estratégia de analise

exploratdria para selecionar leveduras para producéo de cerveja artesanal.

2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.2.1 LEVEDURAS CERVEJEIRAS

As leveduras utilizadas na producédo da cerveja pertencem ao género Saccharomyces e
estdo distribuidas na espécie S. cerevisiae, sendo responsaveis pela fermentacdo alcodlica do
mosto cervejeiro, metabolizando os acUcares fermentesciveis para produzir alcool, gas
carbdnico, energia na forma de ATP e calor (CURI, 2015). As caracteristicas de sabor e

aroma de qualquer cerveja sdo determinadas, principalmente, pelo tipo de levedura utilizada.

As cervejas sdo classificadas em fungdo do tipo de levedura utilizada, em Ale ou
Lager. Leveduras Ale sdo predominantemente classificadas como S. cerevisiae, embora
algumas cepas sejam, na verdade, hibridos entre S. cerevisiae e S. kudriavzevii (GONZALEZ,
et. al., 2008). S&o consideradas leveduras de alta fermentacdo, pois fermentam com
temperaturas entre 18 e 22°C. No final da fermentacédo (3 a 5 dias), as células se elevam a
superficie do liquido formando uma pelicula flutuante e espessa de biomassa que podem ser
retiradas desta superficie; sdo muito populares na Gra Bretanha.
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As leveduras Lager sdo da espécie S. pastorianus, uma espécie domesticada,
proveniente da fusdo entre 0s genomas das espécies S. cerevisiae e S. eubayanus, gerando um
hibrido tetraploide. Portanto, S. pastorianus trata-se de uma espécie exclusiva do meio
produtivo, e ausente naturalmente no ambiente (LIBKIND, et. al., 2011). S&o consideradas
leveduras de baixa fermentacdo, em funcéo de fermentarem em temperatura que varia entre 7
e 15°C, floculando ao final da fermentagdo (7 a 10 dias), sendo coletadas na base do

fermentador; sdo mais populares mundialmente.

Embora exista esta diferenciacdo tecnoldgica no setor de cervejarias, para efeito de
denominacdo como levedura cervejeira 0s taxonomistas tém designado que todas as leveduras
empregadas na producdo de cerveja pertencem a especie S. cerevisiae (CARVALHO, et. al.,
2006; VENTURINNI FILHO & CEREDA, 2001).

Além das leveduras citadas, para diferentes estilos de cerveja, tém-se cepas especificas
para propiciar a fermentagdo. Como exemplos, temos as cervejas Lambics em que utiliza-se
Bretanomyces, uma cepa de levedura selvagem que em conjunto com uma bactéria latica
fermentam a cerveja; e a cerveja Bavarian weissbier (cerveja de trigo), em que emprega-se a
levedura Torulaspora deubrueckii (BRIGS, et. al., 2004).

2.2.2 ANALISE MULTIVARIADA

Com o desenvolvimento da tecnologia computacional e de software as empresas
atualmente tem conseguido armazenar com bastante eficiéncia dados do seu sistema
produtivo. Entretanto, avaliar estes dados tornou-se impossivel para a capacidade humana,
resultando no surgimento de técnicas capazes de processa-los e realizar analise exploratéria e
reconhecimento de padrdes, a exemplo das técinas de Andlise de Componentes Principais
(ACP), Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (AAH) e Redes Neurais Artificiais (RNA).
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2.2.2.1 Andlise de Componentes Principais (ACP)

A andlise de componentes principais € uma técnica da estatistica multivariada que
consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de variaveis de
mesma dimensdo denominadas de componentes principais.

A ACP pode ser definida como um método matematico que emprega a transformacgéo
ortogonal para converter um conjunto de variaveis possivelmente correlacionadas a um
conjunto de valores de varidveis linearmente descorrelacionadas chamadas componentes
principais (MORAIS, 2011).

2.2.2.2 Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

A Analise de Agrupamentos Hieraquicos (HCA) consiste no tratamento matematico de
cada amostra como um ponto no espa¢co multidimensional descrito pelas variaveis escolhidas.
A HCA interliga as amostras por suas associa¢fes, produzindo um dendograma onde as
amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si, tendo como
suposicdo basica de interpretacdo que quanto menor a distancia entre os pontos, maior a
semelhanca entre as amostras. O dendrograma hierarquiza esta similaridade de modo que
podemos ter uma visdo bidimensional da similaridade ou dissimilaridade de todo o conjunto
de amostras utilizado no estudo. Quando o dendrograma construido é das variaveis, a
similaridade entre duas variaveis aponta forte correlacdo entre estas variaveis do conjunto de
dados estudado. Os dendrogramas de amostras sdéo mais comuns (MOITA NETO & MOITA,
1998).

2.2.2.3 Redes Neurais Artificiais - RNA

As Redes Neurais Artificiais (RNA) constituem técnicas de reconhecimento de
padrdes que tém sido amplamente utilizadas nos altimos anos devido a possibilitar o
desenvolvimento de algoritmos de resolugéo de problemas que viabilizam o mapeamento,
modelagem e classificacdo de dados (MARINI, 2009; ZUPAN, et. al., 1994). As RNAs tém
sido aplicadas a diversos processos de controle de qualidade em alimentos (DU & SUN,
2005; CIOSEK, et. al., 2005; MARINI, et. al., 2003) e bebidas (BELTRAN, et. al., 2006;

46



RAPTIS, et. al., 2000; KRUZLICOVA, et. al., 2009; PENZA & CASSANO, 2004;
RAGAZZO-SANCHEZ, et. al., 2008; ALONSO-SALCES, et. al., 2005; JACK & STEELE,
2002), incluindo cervejas (CIOSEK & WROBLEWSKI, 2006; CIOSEK, et. al., 2006;
SILVA, et. al., 2008; ALCAZAR, et. al., 2002).

E uma metodologia fundamentada originalmente na tentativa de modelar a rede de
neurbnios humanos para a compreensao do funcionamento do cérebro. A motivacéo inicial foi
a de realizar tarefas complexas que o cérebro é capaz de executar através da simulacdo de seu

funcionamento.

Um modelo inicial de neurdnio (unidade basica da RNA) como uma unidade de
processamento binaria constituiu a primeira proposicao de funcionamento em forma de rede e
mostraram que estas unidades eram capazes de executar varias operacoes logicas (ZANINI,
2004).

O conceito empregado atualmente é definido como um processador capaz de extrair
conhecimento experimental e disponibiliza-lo para utilizacdo na pratica em modelos de
previsdo e métodos de classificacdo. As RNAs extraem o conhecimento através do
aprendizado e treinamento, a informacédo é armazenada em pesos e cada neurénio possui uma
funcédo de ativacdo (geralmente ndo-linear) que utiliza os padrdes de entrada ponderados para
definir a saida. Logo, o processo de aprendizado de uma rede ocorre utilizando um algoritmo
que deve ser capaz de ajustar iterativamente 0s pesos para alcangar o objetivo proposto. A
etapa de aprendizado da rede depende do algoritmo de aprendizagem do processo iterativo de
alteracdo dos pesos de conexdo, na qual os neurdnios de uma RNA estdo estruturados
(interconectados). Existem diferentes algoritmos de aprendizagem para RNAs, destacando-se
dois grandes grupos: (1) Métodos de aprendizagem supervisionados e (2) Métodos de
aprendizagem ndo-supervisionados. No primeiro, a rede neural recebe um conjunto de
entradas e seus correspondentes padrdes de saida, onde ocorrem ajustes nos pesos sinapticos
até que o erro entre os padrdes de saida gerados pela rede tenha um valor desejado, no outro, a
rede neural trabalha os dados de forma a determinar algumas propriedades similares entre 0s
padrdoes de entrada. A partir destas propriedades é que o aprendizado é constituido
(KANGAS, et. al, 1990).
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Considerando que para a selecdo das leveduras em estudo foram realizadas
comparagOes entre os dados fermentativos obtidos ao longo do processo com leveduras
controle (leveduras comerciais), portanto avaliando similaridades entre estas, nesta pesquisa
optou-se pelo uso de método ndo-supervisionado, sendo utilizada a técnica dos Mapas Auto-

Organizéveis de Kohonen (SOM).

2.2.2.3.1 Mapa Auto-Organizavel de Kohonen (SOM)

Mapa Auto-Organizavel de Kohonen (SOM - Self-Organizing Maps) é um método
ndo supervisionado com uma estratégia de aprendizagem competitiva, com uma funcéo de
interacdo de vizinhanca. E uma técnica de agrupamento de dados bastante utilizada que
fornece uma representacdo visual dos dados através do posicionamento espacial dos
representantes desses grupos. O mapa de visualizacdo desvenda, assim, uma estrutura
topoldgica escondida nos dados (KANGAS, et. al, 1990). Sua arquitetura é composta somente
por duas camadas, sendo caracterizadas pela formacdo de um mapa topografico dos padroes

de entrada que revelam suas caracteristicas (KOHONEN et. al., 1996).

O agrupamento € realizado através da aprendizagem ndo supervisionada, em que 0s
clusters (classes) sdo formados explorando as semelhancas ou dissimilaridades entre o0s
padrdes de entrada com base em suas inter-correlacbes (Figura 2.2). A rede atribui padrdes
"semelhantes” ao mesmo cluster. Exemplos de aplicacbes da microbiologia incluem a
discriminacdo de subespécies utilizando a espectrometria de massa por pirdlise e as redes de
Kohonen (GOODACRE et. al., 1994).

A
@ © © Class1
® © 0 ° &0
® © ®® ® ®
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Figura 2.2 — Exemplo de agrupamento realizado aplicando SOM. Fonte: Adaptado de Goodacre et. al. (1994).
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2.3 OBJETIVO GERAL

Aplicar metodologias de analise multivariada para selecionar leveduras com potencial

para producéo de cerveja.

2.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a eficiéncia fermentativa de leveduras Saccharomyces cerevisiae para
producéo de cerveja puro malte de cevada;

v Aplicar e avaliar as metodologias Analise de Componentes Principais, Andlise de
Agrupamentos Hierarquicos e Redes Neurais Artificiais para sele¢cdo de leveduras com

potencial para producdo de cerveja.

2.4 METODOLOGIA
2.4.1 LEVEDURAS

As leveduras utilizadas na pesquisa sdo provenientes de projetos de pesquisa
anteriores (PINHEIRO, 2012; SILVA, 2009), ja devidamente identificadas bioquimicamente
e molecularmente como Saccharomyces cerevisiae por SILVA (2009), além de diferenciadas
intraespecificamente quanto a tolerancia ao etanol, osmotolerancia, a termotoleréncia, a
producdo de H,S, a capacidade de floculacdo e a fermentagdo em batelada, por PINHEIRO
(2012). Estdo preservadas e estocadas nos laboratérios LAPEM e LABMA. Como controle
foram utilizadas leveduras cervejeiras comerciais, fabricante Fermentis, S-23 (lager) e S-04
(ale), adquiridas em lojas especializadas do setor. A cultura estoque foi mantida em tubos de
ensaio, inclinado, contendo &gar Sabouraud, e conservada sob refrigeracdo a 4°C. A Tabela
2.1 apresenta a relagéo das leveduras utilizadas.
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Tabela 2.1: Cepas de leveduras utilizadas no experimento e res

pectivos locais de origem

Local | Bioma Cédigo
Ibirataia/BA Mata Atlantica SCO01
Ibirataia/BA Mata Atlantica SC37
Ibirataia/BA Mata Atlantica SC52

Jaguaripe/BA Mata Atlantica SC57
Jaguaripe/BA Mata Atlantica SC62
Jaguaripe/BA Mata Atlantica SC82
Condeuba/BA Caatinga SC174
Condeuba/BA Caatinga SC175
Condeuba/BA Caatinga SC184
Rio de Contas/BA Mata Atlantica SC220
Bélgica e S-23*
Bélgica 00 e S-04*

Adaptado de Silva, 2009. *Leveduras comerciais (S-23, lager; S-04, ale), utilizadas como controle, adquiridas em lojas especializadas do
setor

2.4.2 MOSTO CERVEJEIRO

Nesta pesquisa optou-se pela producéo de cerveja puro malte. O mosto cervejeiro foi

produzido com as seguintes matérias primas:

v’ 4gua, do tipo mineral, obtida no comércio local do Municipio de Feira de Santana,
Bahia;

v" malte de cevada, claro, do tipo Pilsen, originario da Bélgica, adquirido em empresas

especializadas do setor cervejeiro, fornecido em sacos de 25 kg; e

v" llpulo, sendo um aromatico e o outro de amargor, da marca Hopsteiner, adquiridos em
empresas especializadas do setor: Lupulo aromatico (em Pellets tipo 90, com
aproximadamente 7% de &cidos alfa, origem E.U.A); e Lupulo de amargor (em

Extrato CO,, com aproximadamente 30% de acidos alfa).

O mosto cervejeiro puro malte foi preparado a partir das seguintes etapas: moagem do
malte, mosturacdo (a rampa de mosturacdo é apresentada na Tabela 2.2), filtragem
(separaracdo do liquido da casca do malte), e fervura, quando foram adicionados os lGpulos
(de amargor, apds 15 min de iniciada a fervura e aromatico a 15 min do final da fervura, em

que o tempo total foi de 60 min). Apds a fervura, o mosto cervejeiro foi resfriado e
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acondicionado em recipiente estéril com capacidade de 1L e congelado para posterior

utilizag&o nos ensaios fermentativos.

Tabela 2.2: Rampa de mosturagdo com as respectivas temperaturas, tempos de ativacéo e
enzimas ativadas

Temperatura (°C) |  Tempo (min) | Enzimas
35 20 Hemicelulases
45 10 Exopeptidases
52 10 Endopeptidases
62 20 Dextrinases e beta-amilases
72 20 Alfa-amilases
76 10 Inativacéo

2.4.3 CULTIVO E PROPAGACAO DE LEVEDURAS

A partir da cultura estoque, as cepas foram repicadas e inoculadas em 3 placas de
petri, contendo agar Sabouraud e mantidas em estufa a 30°C, por 24 h. Em seguida, 0s
repiques foram transferidos, por raspagem superficial do Agar, com uso de al¢a de platina e
em condicBes assépticas em Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB), para um frasco
erlenmeyer de 250 mL, contendo mosto cervejeiro (125 mL) a 12°P (+0,5°P), para iniciar a
etapa de propagacao. O frasco foi incubado a 30°C, em agitador rotatério a 150 rpm, por 24 h.
A etapa de fermentacdo foi iniciada apds verificar a concentracdo do indculo no frasco (1-
2x108 cel mL™). Utilizou-se o volume méximo de 10% da propagaco, necessario para atingir

uma concentragéo celular entre 1-2x10” cel mL™ no inicio da fermentaco.

2.4.4 FERMENTACAO

A fermentacéo foi conduzida em escala de bancada, em erlenmeyer de 500 mL, sendo
utilizado um volume atil de 250 mL, dos quais 225 mL provenientes do mosto advindo da
fervura e 25 mL de mosto proveniente da propagacéo.

Com a finalidade de promover o revigoramento e um rapido crescimento das
leveduras, nas 12 horas iniciais da etapa de fermentacdo o erlenmeyer foi mantido fechado
com capuchdo estéril, possibilitando a via respiratoria da levedura, energeticamente mais
eficiente. Em seguida foi realizada a troca do capuchdo estéril por valvula tipo airlock, para

fechar o sistema, garantindo as condic¢Ges anaerobicas, bem como para facilitar a coleta de
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amostras durante a fermentacdo. Esta via fermentativa resulta na producdo da cerveja através

da conversdo do agUlcar presente no mosto em etanol e gés carbdnico.

2.4.5 ACOMPANHAMENTO ANALITICO DOS EXPERIMENTOS

Durante todo o processo fermentativo foram retirados 5 mL de amostras periddicas,
em intervalos de 12 h, até o término da fermentacdo. O tempo final da fermentacdo foi
determinado quando se alcangou o ponto de atenuacdo (concentracdo de acglUcares nao

fermentesciveis do ensaio do ponto final).

As amostras foram degaseificadas pela agitacdo vigorosa dos tubos falcon durante 1
min. Em seguida foram centrifugadas a 5400 g por 10 min e o sobrenadante obtido apos a
centrifugacdo foi utilizado para quantificar: extrato aparente (ou concentracdo aparente de
acUcares totais), expresso em °P; concentracéo de etanol, em % v v''; densidade do mosto,
expressa em g mL™; e grau aparente de fermentacdo, em %, determinados em equipamento
analisador de cerveja, Beer Analyser Anton Parr.

As concentrag6es do glicerol e dos acglcares maltose e maltotriose foram determinadas
nos pontos inicial e final da fermentacdo, a fim de determinar o percentual de
producdo/consumo destes. As determinagfes foram realizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), em equipamento marca Agilent, equipado com forno, injetor
automatico de amostras, detector de indice de refracdo marca Agilent 1100/1200, coluna
BIORAD FSX-87H. A fase mdvel usada foi uma mistura de acetonitrila : &gua em diferentes
proporgdes, com vazdo de 100 pL min™, na temperatura de 35 °C. Antes da determinag&o por
HPLC, as amostras foram degaseificadas e centrifugadas a 5400 g por 10 min, sendo 0s
sobrenadantes filtrados em filtros 0,45 um (Millipore) e diluidos em &gua deionizada, na
proporcao de 1:10 e posteriormente injetados no cromatografo. As concentragdes de maltose
e maltotriose foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas de solugdes padrao.

A concentracdo de células em suspensdo foi determinada por metodologia de
contagem em cémara de Neubauer (1/400 mm? x 1/10 mm) e expressa em cel mL™. A
determinacédo da viabilidade celular (células viaveis e ndo viaveis) foi realizada pelo Método

Internacional de coloracdo com azul de metileno, segundo ASBC (1996).
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2.46 METODOLOGIA DE ANALISE DOS RESULTADOS E SELECAO DAS
LEVEDURAS

Leveduras produtoras de cerveja devem apresentar as seguintes caracteristicas:
velocidade rapida de fermentagdo, sem crescimento celular excessivo; utilizacédo eficiente da
maltose e maltotriose; producéo de etanol; habilidade de tolerar o estresse imposto pelas altas

concentragdes de alcool e pressdes osmoticas do mosto (PRIEST & CAMPBELL, 1996).

Para a selecdo das leveduras foram aplicadas as metodologias Analise de
Componentes Principais (ACP), Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (AAH) e Redes
Neurais Artificiais (RNA), sendo aplicada a técnica dos Mapas Auto-Organizaveis de
Kohonen. Foram utilizados para andlise os fatores: Consumo de maltose, Consumo de
maltotriose, Producdo de Glicerol, Grau Aparente de Fermentacdo (GFA) e Producdo de
Etanol (Et). As cepas comerciais S-23 (lager) e S-04 (ale) foram utilizadas como parametro

de comparacéo (leveduras controle).

2.4.7 ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados foram analisados e tratados nos programas estatisticos MATLAB R2013a e
STATISTICA 8.0. Foi adotado o nivel de significAncia de 5%, sendo aplicado o Teste de

Tukey para comparagao entre as médias dos dados obtidos.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.5.1 CONCENTRACAO E VIABILIDADE CELULAR

Para a producdo de qualquer bebida alcodlica, a fermentacdo consiste ponto central,
tendo como principal objetivo a conversdo dos acgUcares presentes no substrato em etanol e
gas carbbnico pela acdo das leveduras, sendo a sua concentracdo e viabilidade celular
fundamental para o processo, as quais sao apresentadas nas Figuras 2.3 e 2.4.

Embora as circunstancias variem de mostos para mostos e de cepas para cepas, uma
fermentagdo requererd 1 ppm de oxigénio dissolvido e 10° cel mL™?, por cada 1° P de extrato
no mosto (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001). Desta forma, tendo em vista que o
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mosto cervejeiro produzido continha 12° P de extrato, o ideal para o referido processo
fermentativo correspondia a 1,2x10” cel mL™ e conforme pode ser observado nas Figuras 2.3
e 2.4 as concentracdes celulares mantiveram-se acima do recomendavel para todas as
leveduras estudadas, evidenciando a viabilidade de todas as cepas utilizadas.

O perfil de crescimento celular foi semelhante em ambas as temperaturas de
fermentacdo. Para a condigcdo de temperatura de 22° C (Figura 2.4) o crescimento celular foi
superior para todas as leveduras estudadas, quando comparado ao processo fermentativo
realizado a 15° C (Figura 2.3). A diminuicdo da temperatura de fermentacdo incorre em
menores concentracBes de células em suspensdo, independente da concentracdo de extrato
presente no mosto cervejeiro (RAMIREZ & MACIEJOWSKI, 2007; CARVALHO, 2009;
DRAGONE, 2002).

Nas Figuras 2.3 e 2.4 também é possivel observar a inexisténcia da fase Lag (de
adaptacdo), o que se deve ao fato de que as leveduras passaram por um processo de
propagacao no proprio mosto cervejeiro, com o objetivo de aumentar a biomassa e favorecer a
adaptacdo ao meio. Para a temperatura de fermentacdo de 15° C (Figura 2.3), 0 maximo
crescimento celular variou entre 60 h e 72 h, quando se iniciou a fase estacionaria. Na
temperatura de 22° C (Figura 2.4), o crescimento celular maximo variou entre 48 h e 60 h. Ao
final da fermentacdo, independente da temperatura, a concentracdo celular foi na ordem de
10" cel mL™,

Dentre as leveduras estudadas as cepas SC52, SC57 e SC82 apresentaram 0 maior
crescimento celular, inclusive quando comparadas as cepas comerciais (S-23 e S-04)

utilizadas como controle.
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Figura 2.3 — Crescimento celular de leveduras, fermentadas a temperatura de 15°C.
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Figura 2.4 — Crescimento celular de leveduras, fermentadas a temperatura de 22°C.
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2.5.2 EXTRATO APARENTE, PRODUCAO DE ETANOL E GRAU APARENTE DE
FERMENTACAO

Uma atenuacdo aparente superior a 50% é considerada satisfatdria em processos de
producdo de cerveja (HENDGES, 2014; MANZANO, et. al., 2005). Nesta pesquisa em
fermentacdo conduzida em temperatura a 15° C (Lager), o Grau Aparente de Fermentagéo
variou entre 43,83% (SC174) e 75% (SC52), destacando-se as leveduras SC52 (75%), SC57
(72,5%) e SC82 (74,08%), sendo que a SC52 nao diferiu estatisticamente (p>0,05) da
levedura comercial Lager S-23 (74,92%). A atenuacéo foi obtida apds 120 h de fermentacéo.
O Extrato Aparente residual variou entre 30,40 g L™ (SC52) a 62,44 g L™ (SC37). As
leveduras SC52, SC57 e SC82 apresentaram 0s menores valores, 0 que representa um maior
consumo do extrato presente no mosto, superiores inclusive a levedura comercial lager S-23.
A levedura SC52 diferiu estatisticamente das demais, apresentando o maior consumo de
extrato. N&o houve diferenca significativa entre as leveduras SC57 e SC82. A producdo de
etanol variou entre 27,3 g L™ (SC37) e 47,1 g L™ (SC52). Para este parametro as leveduras
SC52, SC57 e SC82 também apresentaram os maiores valores de producdo, superiores a
levedura comercial lager S-23 (41,3 g L™). As leveduras SC57 e SC82 néo diferiram
estatisticamente entre si (p>0,05), apresentando os mesmos niveis de producdo de etanol,
45059 L

Na condicdo de fermentacdo a 22°C (Ale) as leveduras SC52, SC57 e SC82 também se
destacaram por apresentarem os melhores desempenhos, inclusive quando comparadas a
levedura comercial S-04, com destaque para a levedura SC52, que diferiu estatisticamente
(p>0,05) das demais leveduras, para os itens extrato aparente e produgdo de etanol,
apresentando os melhores resultados. O Grau Aparente de Fermentacdo variou entre 55,92% e
72,50%, sendo que as leveduras que apresentaram melhor desempenho (SC52, SC57 e SC82),
qguando comparadas com a levedura comercial (S-04) ndo diferiram significativamente
(p>0,05) entre si. O Extrato Aparente variou de 30,40 g L™ (SC52) a 62,44 g L™ (SC37),
guando se atingiu a atenuacao (108 h de fermentacdo), com destaque para as leveduras SC52,
SC57 e SC82 que apresentaram 0s menores valores de extrato aparente, resultando numa
maior producdo de Etanol. A levedura SC52 destacou-se com a maior produgdo de etanol,
4791 g L™ As leveduras SC57 e SC82 ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05),

apresentando 0s mesmos niveis de producdo de etanol (47,22 g L™), superiores & levedura
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comercial S-04 (44,74 g L™). Tais resultados também foram superiores aos encontrados por
KROGERUS, et. al. (2015), de 44,18 g L™, em trabalho de selecdo de leveduras tipo lager.
Na Tabela 2.3 sdo apresentados os dados de extrato aparente, producdo de etanol e grau
aparente de fermentacéo obtidos ao final da fermentacdo nas temperaturas de 15° C e 22° C.
O aumento da temperatura favorece o consumo do extrato aparente (concentracéo
aparente dos acucares totais), diminuindo o tempo de fermentacio (RAMIREZ &
MACIEJOWSKI, 2007; CARVALHO, 2009). Na Figura 2.5 sdo apresentados os perfis de
consumo de Extrato Aparente e Producdo de Etanol, em que podemos observar que a
producdo de Etanol é inversamente proporcional ao consumo de Extrato Aparente, sendo que
para todas as leveduras estudadas o consumo de Extrato Aparente e, por conseguinte, a

producdo de Etanol foi maior nas fermentacdes realizadas a temperatura superior (22 °C).

Tabela 2.3: Valores médios e desvio padrdo dos teores de extrato aparente, etanol e grau
aparente de fermentacdo, obtidos em condicGes de fermentacdo a 15° C e 22° C em mosto
cervejeiro puro malte

Extrato aparente Etanol Grau Aparente de
Levedura (gLY (g I‘_'l) Fermentfgéo (%)
15° C 22°C 15° C 22°C 15° C 22°C

Controle** 4365+0,35° 3542+001° 41,30+£0,20° 44,74+0,18"  7492+0,10'  72,50+0,11°
Sco1l 55,73+0,60" 5559+0,13" 3527+0,00 3582+0,35° 5423+065°  5592+0,23
SC37 71,75+0,28  6244+0,059 27,30+0,322 32434003 5426+0,31° 5825+0,20°
SC52 31,03+0,00° 30,40+0,01*8 47,10+0,01' 4791+0,01" 7500+0,00 75,00 0,02
SC57 3410+0,10° 3158+0,01° 4505+0,04" 47,22+0,01° 7250+0,00° 75,000,10'
SC62 54,66 +0,20°  56,39+0,01" 3590+0,00° 3535+052° 57,71+0,01° 56,52 +0,25°
SC82 3410+0,10° 31,86+0,02° 4505+0,23" 4722+0,05°  74,08+001"  74,75+0,35
SC174 50,55 +0,05° 51,08+049" 36,77+0,00°  36,61+0,18°  5833+0,00" 59,19 +0,08"
SC175 69,42 +0,10" 5059+0,65° 28,88+0,00° 3503+042°° 4383+0,01* 56,41 +0,36
SC184 56,43+0,53" 5426+0,21° 3527+000° 3677+0,11° 53,93+0,00° 58,18 +0,19°
SC220 65,28 +0539 5576+0,72°" 29,90+0,32° 3472+0,21° 56,88+0,00° 56,72 0,10

*Valores entre as médias parciais assinalados com a mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente (p>0,05) entre si, segundo

Teste de Tukey.

** Controle: dados apresentados para temperatura de 15° C referem-se a levedura comercial S-23 e para temperatura de 22° C a levedura

comercial S-04.
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Figura 2.5 — Consumo de Extrato Aparente e Producéo de Etanol, por leveduras em fermentacgdo a 15°C e a 22°C
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2.5.3 CONCENTRACAO DE ACUCARES E GLICEROL

O mosto cervejeiro é composto, dentre outros compostos, por maltose (50 a 60%) e
maltotriose (15 a 20%), sendo que a eficiéncia do processo de fermentacdo das cervejas esta
diretamente relacionada a capacidade de fermentacdo destes agucares (ALVES JR., et. al.,
2008).

O glicerol, o mais abundante dos compostos organicos secundarios da fermentacéo,
tem a sua formacdo acoplada a manutencédo do equilibrio redox celular, o qual é alterado com
a formacéo de &cidos organicos, biomassa e da presenca de sulfito no mosto. A formacéo de
glicerol também estd relacionada a uma resposta ao estresse osmdtico, quando de
concentracdes elevadas de aclcares ou de sais no mosto (ALVES JR., et. al., 2001;
WALKER, 2000). Na Tabela 2.4 sdo apresentados os teores iniciais de maltose, maltotriose e

glicerol, obtidos no inicio (mosto) e ao final da fermentacao.

Tabela 2.4: Teores de maltose, maltotriose e glicerol em fermentagdes em mosto puro malte
(12 °P) com leveduras selecionadas e comerciais, nas temperaturas de 15 °C (lager) e 22 °C
(ale), ao término do processo fermentativo.

Maltose (g L™) Maltotriose (g L™) Glicerol (g L™)
Leveduras 15°C | 22°C 15°C | 22°C 15°C | 22°C
Mosto 54,22 14,72 0,00
Comercial** 3,59 2,81 6,37 4,85 2,50 2,30
SC01 11,76 8,11 14,34 15,05 4,80 4,25
SC37 11,60 2,93 13,78 15,53 4,50 4,15
SC52 4,86 3,30 9,50 7,48 1,17 1,15
SC57 10,76 5,59 9,72 7,48 1,25 1,17
SC62 18,57 10,86 12,03 14,04 3,50 3,00
SC82 10,32 3,84 9,66 9,20 1,20 1,14
SC174 30,59 18,53 11,07 13,44 3,65 3,55
SC175 37,06 38,24 12,63 14,23 4,75 4,25
SC184 21,63 23,57 11,27 14,41 4,00 4,00
SC220 37,64 38,70 12,67 16,65 4,20 3,80

*Concentracdes iniciais de maltose, maltotriose e glicerol no inicio do processo fermentativo.
**Para fermentagcdo em temperatura de 15 °C, foi utilizada a levedura S-23 e para fermentagdo a 22 °C, a
levedura S-04, ambas da fabricante Fermentis.

Em fermentacdo conduzida a 15°C, as leveduras SC52, SC57 e SC82 apresentaram
maior consumo de maltose, evidenciado pelas menores concentracdes ao final da
fermentagdo, quando comparadas as demais leveduras estudadas. Tais leveduras consumiram
acima de 80% da maltose presente no mosto. Destacaram-se, ainda, as leveduras SCO1 e
SC37, que consumiram, respectivamente, 78,31% e 78,60% da maltose. A levedura comercial

60



S-23, consumiu 93,38% da maltose presente no mosto. Em fermentagdo a 22° C destacaram-
se as leveduras SC82 (94,60%), SC57 (93,92%), SC62 (92,92%), SC37 (89,69%), SC52
(85,04%) e SCO1 (79,97%); a levedura comercial S-04 consumiu 94,82% da maltose presente

no mosto cervejeiro.

Todas as leveduras consumiram acima de 70% da maltotriose presente no mosto
cervejeiro, independente da temperatura de fermentacdo (exceto a levedura SC220 que a 22
°C consumiu pouco abaixo, 69,29%). A levedura SC57 destacou-se, apresentando o maior
consumo de maltotriose para as duas temperaturas de fermentacao (82,48% a 15 °C e 86,20%
a 22 °C). As leveduras comerciais S-23 e S-04 consumiram 88,25% e 91,05%,

respectivamente, da maltotriose presente no mosto.

Ficou evidenciado um maior consumo de maltose e maltotriose com o aumento da
temperatura de fermentacdo, o que pode estar associado ao fato de que dificilmente encontrar-
se-a na natureza leveduras Lager, pois esta constitui um hibrido; portanto, pode-se inferir que
as leveduras em estudo sdo do tipo Ale, que de acordo com Gibson & Liti (2015) sdo mais
eficientes durante o processo fermentativo no que se refere ao consumo de maltose e

maltotriose.

Com relacdo a producdo de glicerol, verificou-se que as leveduras SC52, SC57 e SC82
apresentaram as menores concentracdes (1,15 g L™; 1,17 g L™ e 1,14 g L™ para fermentacéo &
22°C;e1,17gL™ 1,209 L" e 1,25 g L™ para fermentacdo a 15 °C, respectivamente) quando
comparadas com as demais leveduras estudadas, inclusive com as leveduras comerciais, que
produziram 2,50 g L™ (S-23), e 2,30 g L™ (S-04). Em termos comparativos, por exemplo,
3,75 g L™ foi o teor de glicerol encontrado por Carvalho (2009) no ponto 6timo de
fermentagdo para cerveja produzida utilizando banana como adjunto. Considerando ser o
glicerol um composto secundario indesejavel na producdo da cerveja, os resultados obtidos

foram satisfatorios.

Na Figura 2.6 (A e B) sdo apresentados os teores de glicerol e producdo de etanol
obtidos nas fermentacOes. Pode-se observar que, independente da temperatura de
fermentacdo, a producdo de etanol e de glicerol é inversamente proporcional, ou seja, as

leveduras que apresentaram maiores teores de etanol produziram menos glicerol. Estes

61



resultados corroboram com o ja relatado na literatura (CARVALHO, 2009; BERRY, 1989)

que elevadas concentragdes de glicerol resultam em menores rendimentos aparente em etanol.
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Figura 2.6 — Teores de glicerol e producéo de etanol, em fermentag&o realizada nas temperaturas de 15 °C (A) e
22 °C (B).

2.5.4 SELECAO DE LEVEDURAS COM POTENCIAL CERVEJEIRO

A partir dos resultados obtidos, para a selecdo das leveduras com potencial cervejeiro,
foram aplicadas as metodologias de analise multivariada: Analise de Componentes Principais
(ACP), Analise de Agrupamentos Hierarquicos (AAH) e Redes Neurais Artificiais (RNA).

A Analise de Componentes Principais confirmou os resultados obtidos na comparacao
entre as medias dos teores de Grau Aparente de Fermentacdo, Producdo de Etanol, Extrato
Aparente, Glicerol, Maltose e Maltotriose. A distribuicdo das amostras no grafico ACP
(Figura 2.7) mostra as diferencas existentes entre as leveduras estudadas, uma vez que

leveduras com comportamento semelhantes ocupam regides proximas no gréafico.

Através da ACP é possivel explicar 91,64% da variabilidade entre as leveduras.
Verifica-se que 82,02% da variacdo ocorrida entre as leveduras é explicada pelo primeiro
componente principal (PC 1), enquanto o segundo componente principal explicou 9,62% da
variabilidade. Conforme pode ser observado no grafico, destacam-se as amostras S-23
(Comercial Lager), S-04 (Comercial Ale), SC52-15 (SC52, fermentada a 15 °C), SC52-22
(SC52, fermentada a 22 °C), SC57-15 (SC57, fermentada a 15 °C), SC57-22 (SC57,
fermentada a 22 °C), SC82-15 (SC82, fermentada a 15 °C), SC82-22 (SC82, fermentada a 22
°C), que correspondem as leveduras que apresentaram os melhores resultados, ja descritos
anteriormente. Portanto, por meio do grafico ACP podemos confirmar serem estas as

leveduras que tendem a apresentar potencial para a producéo de cerveja.
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Na AAH (Figura 2.8) também observamos o agrupamento, realizado em funcdo das
menores distancias euclidianas das leveduras S-23 (Comercial Lager), S-04 (Comercial Ale),
SC52-15 (SC52, fermentada a 15 °C), SC52-22 (SC52, fermentada a 22 °C), SC57-15 (SC57,
fermentada a 15 °C), SC57-22 (SC57, fermentada a 22 °C), SC82-15 (SC82, fermentada a 15
°C), SC82-22 (SC82, fermentada a 22 °C), corroborando a anélise realizada pela metodologia
ACP.
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Figura 2.7 — Analise de Componentes Principais; (A) fatores/parametros de avaliagdo e (B) leveduras
agrupadas
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Figura 2.8 — Andlise de Agrupamentos Hierarquicos; A) grupo de fatores/pardmetros de avaliacdo e B) leveduras
agrupadas

Com o objetivo de reduzir o nimero de dimensdes a serem analisadas, preservando a
informacdo original de forma a facilitar a observacdo e interpretacdo dos resultados obtidos,
apos a aplicacdo da ACP e AAH, foi aplicada a técnica de Redes Neurais Artificiais — Mapas
Auto-Organizaveis de Kohonen (SOM).
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O mapa resultante do treinamento da rede mostra a existéncia de grupos de neurdnios
com ativacdo similar. Estes grupos podem ser visualizados na matriz U que mostra as

distancias entre unidades do mapa vizinhas (Figura 2.9).

As distancias maiores indicam a delimitacdo de grupos enquanto os valores baixos
revelam neurdnios de ativacdo semelhantes. Os elementos de um mesmo grupo possuem
distancias pequenas entre si, logo sdo indicados por areas uniformes escuras com valores
baixos. A analise visual da matriz U (Figura 2.9) sugere trés areas homogéneas, que indicam

unidades pouco distantes entre si.

17,5

2,01

Figura 2.9 - Matriz U — Mapa 5 x 8 com 6 variaveis.
*A escala ao lado indica a distancia entre as unidades do mapa (neurnios).

Na Figura 2.10 sdo apresentadas as variaveis utilizadas para a constru¢do do SOM e na
Figura 2.11 podemos observar claramente os trés grupos formados, em que é possivel
visualizar que as leveduras SC52, SC57 e SC82 (independente da temperatura de
fermentacdo, 15 °C ou 22 °C) estdo agrupadas com as leveduras S-23 (Lager) e S-04 (Ale)
utilizadas como controle para a selecdo de leveduras, nos permitindo inferir que devido as
similaridades apresentadas com as leveduras comerciais utilizadas como controle, estas
leveduras apresentam potencial para producdo de cerveja de boa qualidade, considerando as

condigdes utilizadas.
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2.6 CONCLUSOES

Das 10 (dez) cepas de leveduras testadas, 3 (trés) cepas (SC52, SC57 e SC82)
apresentaram bom desempenho para a producdo de cerveja quando comparadas a leveduras

comerciais, nas temperaturas de 15 °C (tipo Lager) e 22 °C (tipo Ale);

O aumento da temperatura de fermentacdo resultou em melhores resultados
fermentativos, haja vista que todos os fatores (em especial, Concentracdo Celular, Consumo
de Extrato Aparente, Grau Aparente de Fermentacdo e Producdo de Etanol) foram superiores
em fermentacdo conduzida a 22 °C, quando comparados com fermentacéo a 15 °C;

A Analise de Componentes Principais, Andlise de Agrupamentos Hierarquicos e
Redes Neurais Artificiais por meio da técnica dos Mapas Auto-Organizaveis de Kohonen, se
mostraram técnicas Uteis na identificacdo das correlagdes e reconhecimento de padrdes,
permitindo uma rapida visualizacao dos resultados, proporcionando um melhor entendimento
e facilitando o processo de selecdo a partir dos grupamentos formados. Portanto, podemos
concluir que as técnicas de analise exploratéria aplicadas sdo indicativas para trabalhos de
selecdo de leveduras com potencial cervejeiro, utilizando leveduras comerciais como

parametro de controle.
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OTIMIZACAO DE PARAMETROS PARA PRODUCAO DE CERVEJA
SUPLEMENTADA COM SELENIO

RESUMO

O selénio (Se) é considerado um mineral essencial & satde humana devido as suas fungdes
antioxidantes, bem como por sua deficiéncia estar relacionada a ocorréncia de varias doencas
em seres humanos. As Saccharomyces cerevisiae sdo as leveduras responsaveis pela
fermentacao durante o processo de producdo de cerveja e possuem a capacidade de acumular
selénio e biodisponibiliza-lo na forma proteica, que é mais facilmente assimilavel pelo
organismo. Entretanto, a capacidade de acimulo € limitada e elevados niveis de selénio sdo
toxicos ao ser humano. Neste contexto, para a producdo de cerveja suplementada com selénio
€ necessario otimizar os parametros fermentativos, sendo este o objetivo desta pesquisa. Foi
utilizada a Metodologia de Superficie de Respostas, aplicando o Planejamento Doehlert 3x5,
tendo como variaveis independentes a temperatura de fermentacdo e concentracdo de selénio
(na forma de Na,SeO3) e a produtividade volumétrica em etanol e grau aparente de
fermentacdo como variaveis dependentes. Foram utilizadas as leveduras SC52, SC57 e SC82,
previamente selecionadas como boas produtoras de cerveja (CAPITULO 2). As fermentagdes
realizadas com as leveduras SC52 e SC82 apresentaram resultados estatisticos significativos,
sendo os parametros fermentativos otimizados para a producao de cerveja de 25,0° C e 11 mg
L de Se e 23,5° C e 12 mg L™ de Se, respectivamente. A levedura SC57 ndo apresentou
resultados estatisticos significativos, ndo sendo indicada para a producdo de cerveja
suplementada com selénio.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces cerevisiae; Planejamento Doehlert; Selénio

72



OPTIMIZATION OF PARAMETERS FOR SELENIUM SUPPLEMENTED BEER
PRODUCTION

ABSTRACT

Selenium (Se) is considered a mineral essential to human health due to its antioxidant
functions, as well as because its deficiency is related to the occurrence of various diseases in
humans. Saccharomyces cerevisiae are the yeasts responsible for fermentation during the
brewing process and have the ability to accumulate selenium and bioavailability in the protein
form, which is more easily assimilated by the body. However, the capacity for accumulation
is limited and high levels of selenium are toxic to humans. In this context, it is necessary to
optimize fermentation parameters for the production of beer supplemented with selenium,
which is the objective of this research. It was used the Response Surface Methodology,
applying Doehlert Design 3x5, having as independent variables the temperature of
fermentation and concentration of selenium (as Na,SeOs), and volumetric productivity in
ethanol and apparent degree of fermentation as dependent variables. The yeasts SC52, SC57
and SC82, previously selected as good brewers (CHAPTER 2) were used. The fermentations
carried out with yeasts SC52 and SC82 presented statistically significant results, and the
fermentation parameters were optimized for beer production of 25.0° C and 11 mgL™ of Se
and 23.5° C and 12 mgL™ of Se , Respectively. SC57 yeast did not present significant
statistical results and was not indicated for the production of beer supplemented with
selenium.

KEY WORDS: Saccharomyces cerevisiae; Planning Doehlert; Selenium
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3.1 INTRODUCAO

O selénio € um mineral que desempenha funcbes antioxidantes, sendo um nutriente
essencial para os animais e seres humanos (STOLZ et al.,, 2006). A importancia como
elemento traco essencial para a salude humana é reconhecida e a sua deficiéncia esta
diretamente correlacionada a ocorréncia de varias doencas (PEDRERO & MADRID, 2009;
LU & HOLMGREN, 2009; BOOSALIS, 2008; LATRECHE & CHAVATTE, 2008;
RAYMAN, 2000).

Em vérias regides do mundo o teor de selénio na dieta foi estimado como sendo
insuficiente para a correta atividade de protecdo das selenoenzimas. Os primeiros relatos de
doencas devido a deficiéncia de selénio na populacdo humana ocorreram na China (TINGGI,
2003). A deficiéncia em selénio diminui a quantidade de selenoproteinas, alterando os
processos biolégicos mediados por estas, e impede a sintese e a fungdo da GPX (glutationa-
peroxidase). Os efeitos da deficiéncia de selénio sdo geralmente a cardiomiopatia reversivel,
conhecida como a doenca de Keshan, infertilidade e artrite (PEDRERO & MADRID, 2009).

A partir do conhecimento das propriedades antioxidantes e preventivas do selénio
contra o cancro, além de estudos “in vitro” demonstrarem ser um importante inibidor da
replicacdo do virus HIV, bem como melhorar a resposta imunoldgica a doencas relacionadas
com este virus como a herpes e candida, hd um grande interesse em desenvolver suplementos
nutricionais enriquecidos com selénio (RAYMAN, 2012; NAVARRO-ALARCON &
CABRERA-VIQUE, 2008; PONCE DE LEON et al., 2002).

A levedura S. cerevisiae tem a capacidade de transformar o selénio inorganico em
compostos organicos e dependendo das condicdes de crescimento pode acumular elevadas
quantidades de selénio (até 3000 mg kg™) e transforma-lo em selenometionina (PEREZ-
CORONA et al., 2011; PEDRERO & MADRID, 2009).

A producdo de leveduras selenizadas é relativamente econdmica e consegue-se
mediante o enriquecimento com selenito de sddio, entretanto seu uso nao se restringe a
preparacdo de suplementos. Na regido norte da Ucrénia utiliza-se como fermento para a
fabricacdo de pédo, em que o teor de selénio é equivalente a 25 % da DDR e é encontrado
principalmente na forma de selenometionina (PEDRERO & MADRID, 2009).
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A partir destas abordagens, Peérez-Corona et. al. (2011) avaliaram em escala
laboratorial pela primeira vez a transformagdo do selenito pelas leveduras da espécie S.
cerevisiae e S. bayanus durante a producdo de vinho branco, concluindo que a producdo de
vinho branco por fermentacdo alcoolica é compativel com a presenca de selénio inorganico e
independente da especie utilizada, além vinho com selénio ser uma fonte adequada de
selenometionina. No que se refere & cerveja, estes pesquisadores estudaram a
biotransformacdo de selénio adicionado como selenito, por S. cerevisiae e S. uvarum para
producdo de cervejas tipo Ale e Lager, respectivamente, concluindo que a selenometionina foi
o principal composto de selénio identificado tanto nas cervejas produzidas quanto nas

leveduras, adotando como concentracdo maxima de selénio 20 mg L™.

Ponce de Leon, et. al. (2002), estudando diferentes métodos de incorporacdo de
selénio em S. cerevisiae, utilizou concentragdes de selénio entre 10 e 50 mg L™ onde
observaram que quanto maior a concentracdo de selénio adicionada maior a quantidade
incorporada, entretanto também observaram uma diminuicdo no nimero de células viaveis
além de ndo encontrarem variacdo de selenometionina, independente das concentracdes de

selénio incorporadas inicialmente.

Dependendo do tipo de levedura utilizada no processo as cervejas podem ser
classificadas em dois tipos principais, Ale ou Lager, em que o processo fermentativo €
realizado em diferentes temperaturas. As cervejas tipo Ale sdo consideradas de alta
fermentacdo, pois fermentam em temperaturas entre 18 e 22 ° C e as cervejas tipo Lager, por
fermentarem em temperaturas entre 7 e 15° C sdo consideradas de baixa fermentagédo
(GONZALEZ, et. al., 2008; LIBKIND, et. al., 2011).

A temperatura de fermentacdo para uma mesma levedura também pode influenciar
positiva ou negativamente na etapa fermentativa. A diminuicdo da temperatura de
fermentacdo incorre em menores concentracdes de células em suspensdo, independente da
concentragdo de extrato presente no mosto cervejeiro; e 0 aumento da temperatura favorece o
consumo do extrato aparente (concentracdo aparente dos agucares totais), diminuindo o tempo
de fermentacdo (RAMIREZ & MACIEJOWSKI, 2007; CARVALHO, 2009; DRAGONE,
2002).
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Considerando que a cerveja € a bebida alcodlica mais consumida no mundo,
fermentada por acdo de leveduras Saccharomyces sp., esta pesquisa objetiva otimizar os
parametros temperatura de fermentacdo e concentracdo de selénio para a producédo de cerveja

suplementada.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 SELENIO

Como fonte de selénio foi utilizado o sal selenito de sdédio (Na,SeOs) (Merck,
Alemanha). As quantidades de Na,SeOs utilizadas foram determinadas em funcéo do selénio
presente (2,19 g L™ de Na,SeO; contém 1 g L™ de Se).

3.2.2 LEVEDURA

As cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na pesquisa (SC52, SC57 e SC82),
foram isoladas e identificadas por SILVA (2009) e caracterizadas quanto a tolerancia ao
etanol, osmotolerancia, termotolerancia, producdo de H,S e capacidade de floculagdo por
PINHEIRO (2012). Estas cepas foram selecionadas anteriormente (CAPITULO 2) como boas
produtoras de cerveja considerando fatores como, Concentracdo Celular, Consumo de Extrato
Aparente, Grau Aparente de Fermentacdo e Producdo de Etanol; e estdo preservadas em
solucdo de glicerol 50% a 80 °C no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da
Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana — Bahia — Brasil e no
Laboratorio de Microbiologia Aplicada (LABMA) da Agroindustria da Universidade Estadual

de Santa Cruz, Ilhéus — Bahia — Brasil.

A partir da cultura estoque as cepas foram repicadas em 3 placas de petri contendo
agar Sabouraud e mantidas em estufa a 30° C por 24 h. Em seguida, os repiques foram
transferidos por raspagem superficial do Agar com uso de alca de platina e em condigdes
assépticas em Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB) para um frasco erlenmeyer de 500 mL
contendo 250 mL de mosto cervejeiro a 12° P (£0,5° P) para iniciar a etapa de propagacéo. O
frasco foi incubado a 30° C em agitador rotatdrio a 150 rpm por 24 h. A etapa de fermentagéo

foi iniciada apos verificar a concentragdo do indculo no frasco. Utilizou-se o0 volume maximo
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de 10% da propagagdo, necessario para atingir uma concentracéo celular entre 1-2x10" cel

mL™ no inicio da fermentac&o.

3.2.3 MOSTO CERVEIJEIRO

O mosto cervejeiro foi produzido com as seguintes matérias primas: agua, do tipo
mineral, obtida no comércio local do Municipio de Feira de Santana, Bahia; malte de cevada
do tipo Pilsen, originario da Bélgica (fabricante Castle Malting), adquirido em empresas
especializadas do setor cervejeiro, fornecido em sacos de 25 kg; e lupulo, aromaético e de
amargor, da marca Hopsteiner (origem, E.U.A), adquiridos em empresas especializadas do
setor, sendo o lupulo aromatico, em Pellets tipo 90, com aproximadamente 7% de &cidos alfa

e o lapulo de amargor, em Extrato CO,, com aproximadamente 30% de acidos alfa.

O mosto cervejeiro foi preparado a partir das seguintes etapas: moagem do malte,
mosturacdo (a rampa de mosturacéo € apresentada na Tabela 3.1), filtragem (separar o liquido
da casca do malte), e fervura, quando foram adicionados os lupulos (de amargor, ap6s 15 min
de iniciada a fervura e aromético a 15 min do final da fervura, em que o tempo total foi de 60
min). Apos a fervura, o mosto cervejeiro foi resfriado e acondicionado em recipiente estéril

com capacidade de 1 L e congelado para posterior utilizacdo nos ensaios fermentativos.

Tabela 3.1: Rampa de mosturagdo com as respectivas temperaturas, tempos de ativacéo e
enzimas ativadas

Temperatura (°C) | Tempo (min) | Enzimas
35 20 Hemicelulases
45 10 Exopeptidases
52 10 Endopeptidases
62 20 Dextrinases e beta-amilases
72 20 Alfa-amilases
76 10 Inativacdo

3.2.4 FERMENTACAO

A fermentacdo foi iniciada apos realizada a propagacdo em mosto cervejeiro com o0
objetivo de atingir o maior nimero de células viaveis. A concentracdo alcancada de células na

propagacdo foi de 1-2x108 cel mL™?, sendo utilizado para a fermentagdo 10% do volume da
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propagacdo para obtencdo de uma concentracdo celular no fnicio da fermentagdo de 1-2x10’

cel mL™.

O experimento foi conduzido em escala de bancada em erlenmeyer de 500 mL, sendo

utilizado um volume util de 250 mL dos quais 225 mL do mosto proveniente da fervura e 25

mL de mosto da propagacao.

O selénio (na forma de Na,SeOs) foi adicionado no inicio da fermentacdo, em cinco
concentracdes: 5, 15, 25, 35 e 45 mg L; as temperaturas de fermentagdo foram de 10, 20 e
30° C. Os estudos foram realizados aplicando-se a matriz experimental proposta por Doehlert

(1970).

A fermentacdo (Figura 3.1) foi dividida em duas etapas, fermentacdo priméria e
fermentacdo secundaria. Foram utilizadas as cepas descritas no item 2.2, com tempo total da

fermentacdo primaria de 144 h e coletadas amostras a cada 12 h para analises de extrato

aparente, densidade, etanol e grau aparente de fermentacao.

Apbds a fermentacdo primaria o fermentado obtido foi transferido para outro
erlenmeyer de igual capacidade, evitando-se a transferéncia de leveduras, iniciando a etapa de
fermentacdo secundaria ou maturacdo, a qual foi realizada em temperatura de 0°C em

incubadora shaker sem agitacéo por 144 h.

/ 10%vol
/ \
/ \ Propagagiao
/ \ 107
/ \ 1x107 cel/ml
/ . —
L () —%/2)
\ - A° =: '\ P .
u / =\ Ix107cel/ml
[\ / (E )
\\\ ’r/ —
‘ \ Contagem Propagagio
| \ / ” P =
> celular
| = —/ =
| —_ prmd
Fermentagiao Maturagao
Mosto cervejeiro
| Repique Sol. Salina Mosto (12°P) 0°C' /168h
Estoque Agar sabouraud esténl cervejeiro(l 10,20 e 30°C, 5,
UEFS 30°C/24h (0,85%) 2°P) 15,25,35¢ 45
30°C/24h mg/L NaSeO3
150rpm 168h

Figura 3.1 — Desenho esquematico da fermentacdo do mosto puro malte, com adigdo de selénio.
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325 GRAU APARENTE DE FERMENTAGCAO (GAF) E PRODUTIVIDADE
VOLUMETRICA EM ETANOL (QP)

As variaveis respostas escolhidas para o planejamento experimental foram Grau
Aparente de Fermentacdo (GAF) e Produtividade Volumétrica em Etanol (Qp). Para a
mensuracdo as amostras foram degaseificadas por agitacdo vigorosa durante 1 min, em
seqguida centrifugadas a 5400 g por 10 min e o sobrenadante obtido foi injetado no
equipamento analisador de cerveja - Beer Analyser Anton Parr (Austria), para determinar o
Grau Aparente de Fermentagdo ( %), densidade (g cm™) e o teor de etanol ( %v v).

A Qp foi determinada de acordo metodologia proposta por Borzani (1986) e Moser
(1988), apud Carvalho (2009), descrita na Eq. 3.1.

Q = il_tp _ {p—m) Eq. 3.1

t—ti
Onde:
Pi e P: Concentracéo inicial e no tempo t de etanol (g L™)

ti e t: Tempo inicial e tempo t de fermentacao (h)

3.2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Visando otimizar as varidveis do experimento para a selecdo de leveduras e producao
de cerveja suplementada com selénio optou-se pela aplicacdo do planejamento Doehlert
(1970), utilizando como variaveis independentes temperatura de fermentacdo e concentracdo
de selénio (na forma de selenito de sodio), e produtividade volumétrica em etanol e grau
aparente de fermentacéo as variaveis dependentes.

O planejamento Doehlert analisa experimentos em segunda ordem e refere-se a
esquematizacBes onde é possivel se obter os valores de maximo ou minimo experimental e se
baseiam na metodologia de superficie de resposta. E uma ferramenta fundamentada na teoria
estatistica que fornece informacdes seguras sobre 0 processo, minimizando o empirismo que
envolve técnicas de tentativa e erro (RODRIGUES & IEMMA, 2005).
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Geralmente empregam fungdes polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o
sistema estudado, possibilitando explorar o sistema até sua otimizacdo. As funcbes
polinomiais comumente utilizadas sdo as lineares, onde é possivel identificar a direcdo da
ocorréncia do fendmeno estudado, e as quadraticas, que permitem a observacdo do ponto
maximo, em diferentes superficies gréficas (RODRIGUES & IEMMA, 2005). Por meio da
Eq. 3.2 pode-se estimar a resposta da fungdo linear e na Eq. 3.3 é representado o modelo

polinomial de uma funcéo quadréatica para duas variaveis.
Z =by + byx, + by, + E Eq. 3.2
Z =hby, + byx + by +byx* +b,y*+ bxy + € Eg. 3.3
Onde:
Z é a resposta;
bo, b1, b, b11, by, b2, S&0 estimativas do pardmetro do modelo;
Xy, sdo as variaveis codificadas; e
€ refere-se ao erro experimental.

Este experimento foi conduzido utilizando um planejamento fatorial 3x5. A matriz de
planejamento e os niveis utilizados sdo apresentados na Tabela 3.2. Foram utilizados cinco
niveis de selénio e trés niveis de temperatura, sendo os niveis de selénio estabelecidos a partir
da pesquisa realizada por Ponce de Leon, et. al. (2002) e os niveis de temperatura escolhidos

em funcédo das temperaturas de fermentacdo dos principais estilos de cerveja (lager e ale).
A relacdo entre os valores reais e codificados é dada pela Eq. 3.4:
C; = {(x; — x?)/Ax;} X o Eq. 3.4
Em que:
- C; ¢ o valor codificado para o nivel de fator de i,

- x; € a sua valor real em um experimento,

- x{ é o valor real no centro do dominio experimental,
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- Ax; € a variacdo entre os pontos experimentais e

- o« € 0 limite de valor codificado para cada fator.

O namero de experiéncias necessarias (N) é dado pela Eq. 3.5:
N=2+ k+cC, Eq. 3.5
Onde:
- k é o nimero de variaveis e
- C, é 0o nimero de pontos de centro.
Duas repeticdes no ponto central foram incluidas a fim de validar o modelo por meio

de uma estimativa de variancia experimental.

Tabela 3.2: Matriz de planejamento experimental Doehlert 3x5 com duas repeti¢des do ponto
central e respectivos niveis utilizados

Ensaios Niveis reais Niveis codificados
T(C) | Se (mg L™ T | Se
1 20 25 0 0
2 20 45 0 +1
3 30 35 +0,866 0,5
4 20 5 0 -1
5 10 15 -0,866 -0,5
6 10 35 -0,866 0,5
7 30 15 +0,866 -0,5
8 20 25 0 0
9 20 25 0 0

T — Temperatura; Se — concentracéo de selénio utilizada.

3.2.7 SIGNIFICANCIA DOS EXPERIMENTOS

Para analisar a significancia dos experimentos todos os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey,

adotando-se o nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o software STATISTICA verséo 8.0.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados correspondentes ao esquema da matriz de planejamento e 0s niveis
utilizados para fermentagdo com as leveduras SC52, SC57 e SC82 estdo demonstrados na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Matriz de planejamento fatorial Doehlert 3x5 com duas repeticbes no ponto
central, considerando as fermentac0es realizadas com as leveduras SC52, SC57 e SC82

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaios Niveis reais Niveis Codificados SC52 SC57 SC82
Se ; T Se GFA Qp GFA Qp GFA Qp
(°C)  (mgL™) (%) (@Lh?) (%) (@LhY) (%) (gLh?)

1 20 25 0 0 66,77 0,34 6747 035 6682 0,34
2 20 45 0 +1 4056 0,20 5520 0,26 36,35 0,20
3 30 35 +0,866 0,5 4301 022 6514 0,33 4326 0,22
4 20 5 0 -1 67,23 034 6799 035 67,65 0,37
5 10 15 -0,866 -0,5 50,33 0,25 43,72 0,23 5489 0,30
6 10 35 -0,866 0,5 40,68 0,21 4337 0,23 39,75 0,20
7 30 15 +0,866 -0,5 61,02 031 6489 032 59,62 0,32
8 20 25 0 0 6581 033 67,16 035 66,85 0,35
9 20 25 0 0 66,65 0,34 67,77 035 6687 0,35

T — Temperatura; Se — concentracéo de selénio utilizada; GFA — Grau Aparente de Fermentacédo; Qp — Produtividade Volumétrica em Etanol

3.3.1 GRAU APARENTE DE FERMENTACAO

Uma atenuacdo aparente superior a 50% € considerada satisfatdria em processos de
producdo de cerveja (HENDGES, 2014; MANZANO, et. al., 2005). Nesta pesquisa 0 Grau
Aparente de Fermentacdo (GAF) variou entre 40,56% (ensaio 2) e 67,23% (ensaio 4) para 0
experimento realizado com a levedura SC52; entre 43,37% (ensaio 6) e 67,99% (ensaio 4)
para a levedura SC57; e entre 36,35% (ensaio 2) e 67,65% (ensaio 4) para a levedura SC82.
Os trés experimentos realizados nos pontos centrais (ensaios 1, 8 e 9) apresentaram uma

variagdo pequena, indicando boa repetibilidade.

A andlise da variancia, ANOVA dos resultados do delineamento Doehlert sdo
apresentados nas Tabelas 3.4, 3.5 e 3.6, onde se observa o valor R2 de 0,9983, o que
representa 99,83% da variancia para a levedura SC52; 0,91477 para a levedura SC57, que

explica 91,48% da variancia; e 0,9999 para a levedura SC82, explicando 99,99% da variancia.
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Tabela 3.4: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC52 e variavel
resposta Grau Aparente de Fermentacdo (GFA)

Fator SQ GL QM F Fran™
Regresséo 1244,401 5 248,8802 1051,606 9,013
Residuo 0,71 3 0,236667
Falta de Ajuste 0,163 1 0,163 0,595978 18,513
Erro puro 0,547 2 0,2735
Total 1245,821 8 155,7276

* Distribuic&o F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R” = 0,99938; R? ajustado = 0,99835

Tabela 3.5: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC57 e variavel
resposta Grau Aparente de Fermentacdo (GFA)

Fator SQ GL QM F Ftan™
Regresséo 850,249 5 170,05 18,8823 9,013
Residuo 27,0174 8 9,0058
Falta de Ajuste 26,8343 1 26,8343 293,111 18,513
Erro puro 0,1831 2 0,09155
Total 904,284 8 113,036

* Distribuicfo F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R* = 0,96804; R? ajustado = 0,91477

Tabela 3.6: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC52 e variavel
resposta Grau Aparente de Fermentacdo (GFA)

Fator SQ GL QM F Fran™
Regresséo 1423,38 5 284,676 106754 9,013
Residuo 0,008 3 0,00267
Falta de Ajuste 0,007 1 0,007 14 18,513
Erro puro 0,001 2 0,0005
Total 1423,4 8 177,925

* Distribuicéo F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R” = 0,99999; R? ajustado = 0,99998

Para as leveduras SC52 e SC82, o teste F indica que o experimento é significativo ao
nivel de 5% de significancia e que o modelo obtido para a predicdo do Grau Aparente de
Fermentacdo em funcdo das variaveis significativas (Eqg. 3.6 e 3.8, respectivamente) pode ser
utilizado dentro das faixas de temperatura e concentracdo de selénio (na forma de selenito de
s0dio) estudadas. Para a levedura SC57 o teste F indica significancia ao nivel de 5%, exceto
para a interacdo linear entre as variaveis Temperatura e Se. Porém, a maior parte da
significancia est4 associada a Falta de Ajuste e ndo ao Erro Puro. Entretanto, o modelo néo é
inviabilizado, pois a equacao apresentou também um R? alto (0,91477). O modelo obtido para
a predicdo do Grau Aparente de Fermentacao para a levedura SC57 em fungdo das variaveis

significativas é apresentado na Eq. 3.7.

Z = —11,31 + 1,31x+ 6,66y — 0,03x%— 0,14y% — 0,02xy + 0 Eq. 3.6
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7 = —3,95 + 0,49x+ 572y —0,02x2—0,12y> + 0 Eq. 3.7

Z = 259 + 1,13x+ 5,73y — 0,04x% — 0,14y? — 0,003xy + 0 Eqg. 3.8

Onde:
Z — Grau Aparente de Fermentacdo (GAF), %;
x — Concentragéo de selénio, mg L™; e

y — Temperatura de fermentacéo (T), °C.

Uma melhor visualizacdo da influéncia das variaveis (T e Se) no GAF pode ser feita
através do Diagrama de Pareto. Seguindo as barras horizontais de cima para baixo, o resultado
nos mostra valores positivos da figura que representa o aumento do valor do Grau Aparente
de Fermentacdo e os valores negativos o inverso. Na Figura 3.2 sdo apresentados os
Diagramas de Pareto para as leveduras SC52, SC57 e SC82 em que se observam todas as

interaces avaliadas como significativas ao nivel de 5%.

O Unico valor positivo observado no Diagrama de Pareto para todas as leveduras
refere-se a0 modelo linear da varidvel temperatura, 0 que esta coerente, pois 0 aumento da
temperatura favorece o consumo do extrato aparente (concentragdo aparente dos agucares
totais) e consequentemente o GAF, diminuindo, desta forma, o tempo de fermentagéo
(CARVALHO, 2009; RAMIREZ & MACIEJOWSKI, 2007).

Com o objetivo de encontrar a regido 6tima dentro do dominio experimental, através
da matriz de Doehlert, foi construida a curva de contorno e a superficie de resposta (Figura
3.3), as quais apresentam a interacdo entre as variaveis Se e Temperatura e suas influéncias no
Grau Aparente de Fermentacdo. De acordo com 0 maximo da concordancia obtido na Figura
3.3, isto é, a regido representada pela cor mais escura, os valores 6timos obtidos foram de 11
mg L™ (Se) e 25,0 °C (Temperatura) para a levedura SC52, 23 mg L™ (Se) e 28,0 °C
(Temperatura) para a levedura SC57 e 12 mg L™ (Se) e 23,5 °C (Temperatura) para a
levedura SC82. Portanto, estes sdo 0s pontos mais indicados para se obter o valor mais

significativo do Grau Aparente de Fermentagéo para cada uma das leveduras estudadas.
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3.3.2 PRODUTIVIDADE VOLUMETRICA EM ETANOL (Qp)

A Qp variou entre 0,20 gL*h™ (ensaio 2) e 0,34 gL™h™ (ensaios 1, 4 e 9) para 0
experimento conduzido com a levedura SC52, entre 0,23 gL™h™ (ensaios 5 e 6) e 0,35 gL*h™
(ensaios 1, 4, 8 e 9) para 0 experimento com a levedura SC57 e entre 0,20 gL h™* (ensaio 2) e
0,37 gL*h™ (ensaio 4) para o experimento com a levedura SC82. A variagdo nos ensaios no

ponto central foi minima indicando uma boa repetibilidade dos experimentos.

A analise da variancia entre as interacbes das varidveis, dos resultados do
delineamento Doehlert sdo apresentados nas Tabelas 3.7, 3.8 e 3.9, onde observa-se o valor R?
= 0,9983 para levedura SC52 (Tabela 3.7), R? = 0,8453 para a levedura SC57 (Tabela 3.8) e
para a levedura SC82 o R2 =0,9963 (Tabela 3.9).

Tabela 3.7: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC52 e variavel
resposta Produtividade VVolumétrica em Etanol (Qp)

Fator SQ GL QM F Fap™
Regresséo 0,032484 5 0,0064968 1082,8 9,013
Residuo 0,000018 3 0,000006
Falta de Ajuste 0,000004 1 0,000004 0,57143 18,513
Erro puro 0,000014 2 0,000007
Total 0,032520 8 0,004065

* Distribuicfo F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R* = 0,99938; R? ajustado = 0,99835

Tabela 3.8: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC57 e variavel
resposta Produtividade VVolumétrica em Etanol (Qp)

Fator SQ GL QM F Fap™
Regresséo 0,023101 5 0,0046202 10,336 9,013
Residuo 0,001341 3 0,000447
Falta de Ajuste 0,001338 1 0,001338 892 18,513
Erro puro 0,000003 2 0,0000015
Total 0,025783 8 0,00322288

* Distribuic&o F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R* = 0,94198; R? ajustado = 0,84527

Tabela 3.9: Andlise de variancia para o experimento realizado com a levedura SC82 e variavel
resposta Produtividade VVolumétrica em Etanol (Qp)

Fator SQ GL QM F Fap™
Regresséo 0,038738 5 0,0077476 455,741 9,013
Residuo 0,000051 3 0,000017
Falta de Ajuste 0,000046 1 0,000046 18,4 18,513
Erro puro 0,000005 2 0,0000025
Total 0,03884 8 0,004855

* Distribuic&o F de Fischer-Snedecor ao nivel de 5% de probabilidade. R” = 0,9986; R” ajustado = 0,99962
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O teste F indica que os experimentos sdo significativos ao nivel de 5%, entretanto para
a levedura SC57 a falta de ajuste foi significativa, indicando que a maior parte da
significancia esta atribuida a falta de ajuste e ndo ao erro puro. Os modelos obtidos para
representar o comportamento da variavel resposta Produtividade VVolumétrica em Etanol, nos
experimentos realizados com as leveduras SC52, SC57 e SC82, sdo apresentados nas Eq. 3.9,
3.10 e 3.11, respectivamente.

Z = —0,06046 + 0,00668x + 0,03401y — 0,00016x* — 0,00074y% — 0,00011xy + 0Eq. 3.9

Z = —0,0123 + 0,0032x + 0,0291y — 0,0001x* — 0,0006y* + 0,00003xy + 0 Eq.3.10

Z = 0,06771 + 0,00293x — 0,02863y — 0,00014x? — 0,00068y* — 0,00001xy + 0Eq. 3.11

Onde:
Z — Produtividade Volumétrica em Etanol (Qp), g L*h™:
X — Concentragdo de selénio, mg L™; e

y — Temperatura de fermentacao (T), °C.

No Diagrama de Pareto (Figura 3.2) é possivel visualizar melhor as interacGes entre as
variaveis. Observa-se que para as leveduras SC52 (Figura 3.2-D) e SC57 (Figura 3.2-E) todas
as interacdes foram significativas, sendo a interacdo linear da variavel Se e a interacao linear
da variavel Temperatura as mais significativas, respectivamente. Para a levedura SC82
(Figura 3.2-F) a interacdo linear entre as variaveis ndo foi significativa. Em todos os
experimentos realizados ficou evidenciado que a varidvel temperatura exerce influéncia
positiva na Qp, evidenciando que o0 aumento da temperatura de fermentacdo proporciona um
aumento da produtividade volumétrica. Dragone, et. al. (2003), Brigs, et. al. (2004) e
Carvalho (2009) em seus trabalhos também verificaram esta correlagdo positiva entre
Temperatura e Qp.

A regido otima dentro do dominio experimental, através da matriz de Doehlert, é
apresentada por meio das Curvas de Contorno e da Superficie de Resposta (Figura 3.4). O
méximo da concordancia obtido apresenta os valores 6timos de 11 mg L™ de Se e 25,0 °C de

Temperatura para a levedura SC52, 23 mg L™ de Se e 28 °C de Temperatura para a levedura
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SC57 e 12 mg L™ de Na,SeO; e 23,5 °C de Temperatura para a levedura SC82, sendo estes 0s

pontos mais indicados para se obter o valor mais significativo da Qp.
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Figura 3.4 — Curvas de contorno (A, C e E) e Superficie de resposta (B, D e F) referente a variavel resposta
Produtividade Volumétrica em Etanol para as leveduras SC52, SC57 e SC82.
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3.3.3 VALIDACAO DOS MODELOS

Para a validagdo dos modelos obtidos foram realizadas fermentagGes com as leveduras
SC52 e SCB82 nas condigdes do ponto otimizado obtido para 0 GAF e para a Qp e mais duas
novas condicdes de fermentacdo. Foi realizada uma comparacdo com os resultados obtidos no
planejamento e com os resultados tedricos obtidos através dos modelos matematicos. As
Tabelas 3.10 e 3.11 apresentam as condic¢Ges de fermentacdo e os resultados obtidos onde é
possivel verificar que os valores experimentais observados tanto para 0 GAF assim como para
a Qp encontram-se préximos aos previstos pelos modelos propostos.

Para a levedura SC52 o erro padrdo variou entre 0,47% e 0,62% para 0 GAF e de
0,08% a 0,49% para a Qp. Diante dos resultados obtidos, pode-se afirmar que os modelos

propostos para 0 GFA e a Qp podem ser aplicados para a predi¢cdo das variaveis.

Tabela 3.10: Teste de validade dos modelos empiricos propostos para as variaveis resposta
Grau Aparente de Fermentacdo (GAF) e Produtividade Volumétrica em Etanol (Qp), para a
levedura SC52

Variaveis independentes Variaveis dependentes
; Temp. Se CAF Qp
Ensaios 1 . Erro . Erro
(°C) (mgL™) Observado  Predito sl Observado  Predito sed

(%) %) Vo @LhY) L)

1 22,0 7 72,05 72,07 0,62 0,35 0,35 0,42

2 25,0 11 72,94 72,97 0,47 0,35 0,35 0,08

3 26,5 15 71,83 71,82 0,62 0,34 0,34 0,49

Tabela 3.11: Teste de validade dos modelos empiricos propostos para as variaveis resposta
Grau Aparente de Fermentacdo (GAF) e Produtividade Volumétrica em Etanol (Qp), para a
levedura SC82

Variaveis independentes Variaveis dependentes
: Temp. Se GAF Qp
Ensaios 1 . Erro ] Erro
(°C) (mgL™) Observado  Predito sl Observado  Predito Sl

(%) ) Ty LMY @Lhh) Pl

1 22,0 7 68,94 68,91 0,94 0,38 0,38 0,05

2 23,5 12 69,97 69,94 1,31 0,38 0,38 0,02

3 25,0 17 68,58 68,46 3,39 0,36 0,36 0,00

Para a levedura SC82 a interacdo linear entre as variaveis ndo foi significativa, assim a
equacdo proposta para fator resposta Qp foi ajustada para a Eg. 3.12. Foi realizada uma
comparagdo com os resultados obtidos no planejamento e com os resultados preditos por meio

dos modelos matematicos. O erro padrdo variou entre 0,94% e 3,39% para o GFA e de 0,00%
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a 0,05% para a Qp. Os resultados indicam que os modelos propostos para predizer o GFA e a

Qp séo coerentes, podendo assim ser utilizados para a predi¢ao destas respostas.

Z = 0,06771 + 0,00293x+ 0,02863y — 0,00014x* — 0,00068y*+ 0 Eq. 3.12

Onde:
Z — Grau Aparente de Fermentacao (GFA), %;
X — Concentracgdo de selénio, mg/L; e

y — Temperatura de fermentacéo (T), °C.

Devido a falta de ajuste dos modelos obtidos para as duas variaveis em estudo (GAF e
Qp) ter se apresentado significativa, optou-se por ndo realizar os testes de validacdo dos
modelos propostos para a levedura SC57, a qual foi excluida para producdo de cerveja

artesanal suplementada com selénio em estudos posteriores.

3.4. CONCLUSOES

O planejamento fatorial Doehlert como metodologia de Superficie de Respostas € de
grande utilidade, permitindo modelar parametros para selecionar leveduras para a producao de

cerveja suplementada com selénio;

Das trés leveduras avaliadas, SC52 e SC82 apresentaram-se como potenciais para a
producdo de cerveja suplementada com selénio, sendo os pontos otimizados para a etapa
fermentativa 25,0 °C de temperatura e 11 mg L™ de Se e 23,5 °C de temperatura e 12 mg L™
de Se, respectivamente. Devido a falta de ajuste nos modelos obtidos a levedura SC57 ndo foi

selecionada para a producdo de cerveja suplementada.
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CERVEJA ARTESANAL SUPLEMENTADA COM SELENIO: SELENIO TOTAL E
BIOESPECIACAO

RESUMO

O selénio é considerado um mineral essencial e sua deficiéncia tem sido relacionada com a
ocorréncia de algumas enfermidades. Leveduras Saccharomyces cerevisiae, fundamentais
para a producdo de cerveja, ttm demonstrado grande capacidade em acumular e transformar
selénio inorgéanico em compostos organicos. Este trabalho teve por objetivo produzir cervejas
artesanais suplementadas com selénio e determinar a ocorréncia e concentracdo de espécies
organicas. Foram produzidas duas cervejas artesanais utilizando leveduras selecionadas com a
suplementacdo por adicdo de Na,SeOs. Os parametros fermentativos variaram em funcéo da
cerveja produzida, sendo a temperatura e concentracéo de selénio: 25,0 °C e 11,0 mgL™; e
23,5 °C e 12,0 mgL™, para CSeSC52 e CSeSC82, respectivamente. O teor de selénio total foi
de 88,0 pgL™ e 73,0 ugL™ para as cervejas CSeSC52 e CSeSC82, respectivamente.
Selenocompostos produzidos foram avaliados nas leveduras e nas cervejas utilizando
metodologia analitica baseada em HPLC-ICP-MS, em que o principal composto identificado
foi a selenometionina em ambas as cervejas e leveduras. Nas leveduras foram obtidas as
maiores concentracdes de Se, de 10,887 mgL™ na SC52 e 11,901 mgL™ na SC82. N&o foi
identificado Na,SeO3; nas amostras de cerveja e levedura, denotando que esta espécie foi
totalmente bioconvertida em organo-compostos de Se.

PALAVRAS-CHAVE: cerveja; biotransformagéo; selénio
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CRAFT BEER SUPPLEMENTED WITH SELENIUM: TOTAL SELENIUM AND
BIOESPECIATION

ABSTRACT

Selenium is considered an essential mineral and its deficiency has been related to the
occurrence of some diseases. Saccharomyces cerevisiae yeasts, which are fundamental for
brewing, have been shown to be capable of accumulating and transforming inorganic
selenium into organic compounds. The objective of this work was to produce craft beers
supplemented with selenium and to determine the occurrence and concentration of organic
species. Two craft beers were produced using selected yeast supplemented with Na,SeOs;
addition. The fermentation parameters varied according to the beer produced, being the
temperature and concentration of selenium: 25.0° C and 11.0 mgL™; and 23.5° C and 12.0
mgL™, for CSeSC52 and CSeSC82, respectively. The total selenium content was 88.0 ng‘l
and 73.0 pgL™ for beers CSeSC52 and CSeSC82, respectively. Selenocompounds produced
were evaluated in yeasts and beers using analytical methodology based on HPLC-ICP-MS, in
which the main compound identified was selenomethionine in both beers and yeasts. In the
yeasts, the highest concentrations of Se, 10.887 mgL™ in SC52 and 11.901 mgL™ in SC82
were obtained. Na,SeO3; was not identified in the beer and yeast samples, denoting that this
species was totally bioconverted in organo-compounds of Se.

KEYWORDS: beer; speciation; selenium
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4.1 INTRODUCAO

O Selénio (Se) é um elemento essencial para a saide humana e tem sido reportado na
literatura como antioxidante (PEDRERO & MADRID, 2009), com propriedades
anticancerigenas (COMBS JR. & COMBS, 1986), exercendo papel na prevencao de doencas
cardiacas (NEVE, 1996), importante na fertilidade dos homens (BEHNE, et. al., 1996;
OLDEREID et. al.,1998), bem como exercendo papel como inibidor do virus replicador da
AIDS (BECK , 2001; BAUM, et. al., 2001). Entretanto, o contetdo de selénio na populagéo
tem sido estimado como insuficiente (PEDRERO & MADRID, 2009), o que justifica o

desenvolvimento de novos produtos, alimentos ou bebidas, suplementados com este mineral.

A principal fonte disponivel de selénio para o consumo humano sdo as plantas que ao
incorporar 0 Se residual do solo substitui o S (enxofre) da metionina convertendo em
selenometionina (SeMet), que é considerada a forma mais adequada de absorcéo e retencdo de
Se. A SeMet pode ser responsével por >50% do teor de Se total da planta e € o principal
precursor para a sintese de selenocisteina (SeCys), a forma mais abundante em produtos de
origem animal (TAPIERO, et. al., 2003).

A cerveja é considerada a bebida alcodlica mais consumida no mundo. No Brasil a
producdo atual é de 14 bilhdes de litros, ocupando a 3? coloca¢do no mundo, perdendo apenas
para China e Estados Unidos. O consumo per capita € de 66,9 litros/hab/ano, que representa
apenas a 27% posicdo no ranking que tem a RepUblica Tcheca liderando com 147,1
litros/hab/ano (CERVBRASIL, 2015). Os ingredientes basicos para a sua producédo sdo: agua,
malte de cevada e lupulo, e é fermentada e carbonatada por acdo de leveduras do género
Saccharomyces que classificam as cervejas em dois tipos principais: Lager, mais conhecidas e
consumidas mundialmente, onde sdo utilizadas leveduras de baixa fermentacdo da espécie
Saccharomyces uvarum e Ale, em que se utilizam leveduras de alta fermentacdo da espécie
Saccharomyces cerevisiae (CARVALHO, et. al., 2006).

A producdo de cerveja suplementada com selénio constitui acdo inovadora, pois 0
unico estudo reportado na literatura acerca desta possibilidade ocorreu em escala laboratorial
com objetivo de desenvolvimento de metodologia analitica baseada no uso de HPLC-ICP-MS
para avaliar a biotransformacdo de selénio adicionado como selenito de so6dio durante o
processo de fabricacdo de cerveja (MARTINEZ, et. al., 2012).

97



Neste contexto, 0 objetivo desta pesquisa é produzir cerveja suplementada com selénio
em escala de microcervejaria, permitindo a avaliacdo de pardmetros fermentativos do
processo, bem como quantificar o selénio total e espécies de selénio presentes na levedura e

na cerveja produzida.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 INSTRUMENTACAO

A cerveja foi produzida na Microcervejaria da UESC, equipada com moinho de rolos,
tanque de mosturacdo, tanque de filtracdo, tanque de fervura, sistema de refrigeracdo
completo e tanques de fermentacdo e maturagdo, com capacidade produtiva de 750 L. Todos
0s equipamentos sdo do fabricante Egisa (RS, Brasil). Foram produzidos 100 L de cada
cerveja no experimento.

A concentracdo celular foi determinada usando uma camara de contagem Neubauer
(Profondeur, Inglaterra) de dimensdes 0,100 mm de profundidade e 0,0025 mm? e um
microscopio (Nikon, Japdo) modelo 71622, 1,25x.

O acompanhamento analitico da fermentagdo foi realizado a partir dos dados de
etanol, densidade, extrato aparente e grau aparente de fermentacdo, sendo estes determinados
em equipamento analisador de cerveja Beer Analyser (Anton Parr, Austria). A manipulagdo
das leveduras foi realizada em condicGes assépticas, em Cabine de Seguranca Bioldgica
Classe 1l (ESCO, Cingapura). A reativacdo e propagacdo foi realizada em incubadora shaker
(ACB LABOR, Brasil). Todos os materiais (vidrarias, alcas de platina, etc) foram
devidamente autoclavados a 120 °C por 15 min.

A hidrdlise enziméatica das amostras foi realizada em incubadora shaker (ACB
LABOR, Brasil). Os extratos foram centrifugados em centrifuga (Eppendorf 5804 F34-6-38,
Alemanha). Digestdo acida foi realizada em HPA-S - High Pressure Ascher (Anton Parr,

Austria), sendo as condicdes e parametros apresentados na Tabela 4.1.

A hifenacdo HPLC-ICP-MS foi realizada utilizando um CTO-10AS (Shimadzu,
Japdo), bomba de alta pressdo (Shimadzu, Japdo) para separacdo cromatografica e um
NexION 300X ICP-MS para a deteccdo elementar especifica. Separacdo de compostos de

selénio de troca anidnica foi realizada numa Hamilton PRP-X100 (Reno, NE). A coluna
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HPLC foi acoplada diretamente ao nebulizador Meinhard do ICP-MS com PTFE (0,5 mm de
didmetro interno). O sistema de injecdo das amostras foi do tipo manual com valvula de uma
via, equipado com um loop de 10 pL. As condicGes do sistema hifenado e parametros
cromatograficos estdo resumidos na Tabela 4.2.

As medic¢des de DRC-ICP-MS foram realizadas utilizando um CTO-10AS (Shimadzu,
Japdo) Além disso, a bomba de alta pressdo (Shimadzu, Japao) para separacdo cromatografica
e um NexION 300X ICP-MS para a deteccdo elementar especifica. As condi¢des operacionais

estdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.1: Programa de decomposic¢ao do sistema HPA-S

Etapa \ Temperatura (°C) \ Rampa (min) \ Tempo (min)
1 70 0 0
2 120 20 0
3 240 0 60

Tabela 4.2: ICP-MS — Configuracgdes instrumentais e condi¢Ges de separacdo HPLC.

ICP-MS parémetros instrumentais

RF Power (W) 1350
Gés de plasma (L min™) 15,0
Gés auxiliar (L min™) 1,1
Gés nebulizador (L min™) 0,92-0,96
Cones Pt
Modo de digitacao Peak-hopping
Taxa de fluxo do gas CH4 (mL min™) 0,9
Rpq 0,45
Rpa 0
Condicoes de HPLC
Coluna analitica Hamilton PRP-X100 (250 x 4,1 mm)
Fase movel Acido citrico 10 mM, pH 5
Fluxo 1 mL min*
Volume de Injecéo 10 uL
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Tabela 4.3: Condi¢es operacionais do ICP-MS

Parametro | DRC Il
Poténcia RF (W) 1350
Gés de plasma (L min™) 15
Gés auxiliar (L min™) 1,1
Gés nebilizador (L min™) 0,92-0,96
Cones Pt
Modo de digitacédo Peak-hopping
Varredura/Leitura 5
Leituras/replicata 1
Replicatas 7
Tempo de permanéncia (ms) 50
Operacéo do detector Dual
Taxa de fluxo do gas CH, (mL min™) 0,9
Rpq 0,45
Rpa 0

4.2.2 REAGENTES E MATERIAIS

O mosto cervejeiro foi produzido com as seguintes matérias primas: agua do tipo
mineral, obtida no comércio local do Municipio de Feira de Santana, Bahia; malte de cevada
do tipo Pilsen (Castle Malting, Bélgica), adquirido em empresas especializadas do setor
cervejeiro e fornecido em sacos de 25 kg; e lGpulo aromatico e de amargor (Hopsteiner,
E.U.A), adquiridos em empresas especializadas do setor, sendo o lupulo aromético em Pellets
tipo 90 com aproximadamente 7% de acidos alfa e o lGpulo de amargor em Extrato CO, com

aproximadamente 30% de &cidos alfa.

As cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na pesquisa (SC52, SC57 e SC82),
foram isoladas e identificadas por SILVA (2009) e caracterizadas quanto a tolerancia ao
etanol, osmotolerancia, termotolerancia, producdo de H,S e capacidade de floculacdo por
PINHEIRO (2012). Estas cepas foram selecionadas anteriormente (Capitulo 2) como boas
produtoras de cerveja e com 0s parametros fermentativos otimizados para a producédo de
cerveja suplementada com selénio (CAPITULO 3); estdo preservadas em solucdo de glicerol
50% a 80 °C no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da Universidade
Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana — Bahia — Brasil e no Laboratorio de
Microbiologia Aplicada (LABMA) da Agroindustria da Universidade Estadual de Santa Cruz,
IIhéus — Bahia — Brasil.
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PadrOes de Selenometionina (Semet) e selenomethylselenocysteine (SeMetSeCys)
(Sigma-Aldrich, Alemanha) foram utilizados, sendo preparadas solugdes de trabalho por
dissolucdo em HCI 3%. As solugdes de selénio inorganico foram preparadas por dissolucao
em agua ultrapura a partir de selenito de sodio (Na,SeOs) e selenato de sodio (Na,SeOy)
(Merck, Alemanha). As solugdes preparadas foram mantidas sob refrigeracdo a 4 °C. A
hidrolise enzimatica foi realizada utilizando a Protease XIV (Sigma-Aldrich, Alemanha),
enzima nao especifica. Para a digestdo acida foi utilizado acido nitrico (HNO3), 3% (Merck,

Alemanha).

A separacao de espécies de selénio para a cromatografia foi realizada utilizando acido
citrico 10 mM (Sigma-Aldrich, Alemanha), em 2% (v v'*) de metanol grau HPLC.

4.2.3 PRODUCAO DO MOSTO CERVEJEIRO

Foram produzidos 200 L de mosto cervejeiro a 12 °P a partir da moagem de 40 kg de
malte pilsen, adicionando-se agua e levados a etapa de mosturacdo (a rampa de mosturacéo €
apresentada na Tabela 4.4). Em seguida, passou-se a etapa de filtragem (separando o liquido
da casca do malte), e posteriormente a etapa de fervura quando foram adicionados os lupulos
(de amargor ap6s 15 min de iniciada a fervura e aromatico a 15 min do final da fervura, com
tempo total de 60 min). Ap6s a fervura o mosto cervejeiro produzido foi resfriado a
temperatura 6tima para inicio da etapa de fermentacdo. Para cada cerveja foi utilizado 100 L
de mosto. Foram produzidas duas cervejas denominadas CSeSC52 (Cerveja suplementada
com Selénio produzida com a cepa SC52) e CSeSC82 (Cerveja suplementada com Selénio
produzida com a cepa SC82).

Tabela 4.4: Temperaturas, tempos de ativacdo e enzimas ativadas, presentes no mosto
cervejeiro

Temperatura (°C) \ Tempo (min) \ Enzimas
35 20 Hemicelulases
45 10 Exopeptidases
52 10 Endopeptidases
62 20 Dextrinases e beta-amilases
72 20 Alfa-amilases
76 10 Inativagéo
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4.2.4 FERMENTACAO

Os pontos otimizados para a etapa fermentativa (CAPITULO 3) de 25,0 °C de
temperatura e 11 mg L™ de Se, e 23,5 °C de temperatura e 12 mg L™ de Se, foram utilizados

para a producdo das cervejas CSeSC52 e CSeSC82, respectivamente.

A fermentacdo foi conduzida nos tanques fermentadores com a concentracdo celular
inicial de aproximadamente 1,2*10" cel mL™. O Se (na forma de Na,SeOs) foi adicionado no
inicio da fermentacdo, com duracdo de 96 h. Foram coletadas amostras diarias para

acompanhamento analitico do processo fermentativo.

Os resultados foram analisados a partir dos dados de etanol, densidade, extrato
aparente e grau aparente de fermentagdo, os quais permitiram determinar: velocidade
especifica de crescimento de células em suspensdo, velocidade especifica de consumo de
acucares, velocidade especifica de producdo de etanol, calculadas utilizando as equacdes do
método geométrico de célculo de derivadas (LE DUY & ZAJIC, 1973) e tempo de geracao,
bem como rendimento em etanol e produtividade volumétrica em etanol (MOSER, 1988 &
BORZANI, 1986):

1- Velocidade especifica de crescimento de células em suspensdo — px (h™):

o = (5% (3)

2-  Velocidade especifica de consumo de agicares — ps (g gh™):

s = () (%)

3-  Velocidade especifica de producéo de etanol — pP (g gh™):
= () (%)
HE Xs dt
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4-  Tempo de geracdo — Tg (h):

Te — (D,EQE)
g = M

5-  Rendimento em etanol — Yp/s (g.g™):

AP P — Pi
yvP =_=( )
’}5 AS St — Si

6- Produtividade Volumétrica em Etanol — Qp (g.Lh™):

p AP (P— Pi)

“Aat \t—u

Onde:

Xs: Concentracdo de células em suspenséo (g.L™)

St e Si: Concentraco aparente inicial e no tempo t de extrato (g.L™)

Pi e P: Concentrac#o inicial e no tempo t de etanol (g.L™)

ti e t: Tempo inicial e tempo t de fermentagéo (h)

dXs : Concentracéo de células em suspenséo gerada (g.L™), no instante t

dSi : Concentracdo aparente de aglcares totais consumidos (g.L™), no instante t

dP : Concentracéo de etanol produzido (g.L™), no instante t

N N N N N N

uM : Velocidade especifica méxima de crescimento de células em suspenséo (h™)

Apo6s a fermentacdo seguiu-se a etapa de maturacdo ou fermentacdo secundaria,
guando sdo formados os compostos de aroma e sabor da cerveja. Nesta etapa a temperatura
foi reduzida para 0 °C e teve duracdo de 15 dias. Finalizada a etapa fermentativa, as cervejas
“selenizadas” foram separadas da levedura por centrifugacdo a 5000xg durante 10 min € 0
sobrenadante foi encaminhado para analises em Beer Analyser (equipamento analisador de
cerveja). A fim de avaliar a influéncia do processo de carbonatagdo na formacdo de

selenocompostos, as cervejas produzidas foram avaliadas antes e apds carbonatag&o.
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4.2.5 DETERMINACAO DE SELENIO TOTAL POR DRC-ICP-MS

A levedura residual e a cerveja selenizada obtidas foram preparadas para digestdo em
HPA-S com 1,0 mL de &cido nitrico ultrapuro e 1,0 mL de perdxido de hidrogénio. As
solucgdes resultantes foram entdo diluidas para 10,0 ml com agua desionizada antes da sua
analise em DRC-ICP-MS, com quantificacdo do selénio total por calibragdes externas e

padréo.

4.2.6 DETERMINACAO DE ESPECIES DE SELENIO POR HPLC-ICP-MS

A extracdo dos compostos nas amostras de levedura e de cerveja selenizada foi
realizada por hidrolise enzimatica. Para as amostras de cerveja, em 4 mL foram adicionados
20 mg de protease XIV. Para as amostras de levedura em 100 mg foram adicionados 1,0 mL
de 4gua desionizada e 20 mg de protease XIV. A hidrolise foi realizada a 37 °C em a 200 rpm
por 16 h. Os extratos obtidos foram centrifugados a 5000 g por 10 min e os sobrenadantes
diluidos (quando necessério) e filtrados em membrana de 0,45 pM. O branco analitico foi

produzido sem suplementacéo de selénio.

A identificacdo das espécies de selénio fora realizada por comparacdo do tempo de
retencdo a partir de padrdes analiticos e Spike "*Se. Picos analiticos foram avaliados como a

area do pico.

4.2.7. VALIDACAO DO METODO

A validacdo do método foi realizada utilizando o material de referéncia certificado
SELM-1 (Se-levedura, certificado para selénio total e selenometionina NRCC (Ottawa,
Canada).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 CINETICA DA FERMENTACAO

A Figura 4.1 (A e B) apresenta a variacdo das velocidades especificas de crescimento
das células em suspensdo, consumo de extrato aparente (“aglicares totais”) e produgdo de
etanol, em funcdo do tempo de 96 h, quando finalizou a fermentacdo (1,0 °P acima do tempo
de atenuacdo). Pode-se observar que as velocidades especificas de consumo de extrato
aparente (us) e de producdo de etanol (up) apresentam perfis semelhantes a medida que o
aumento do consumo de acgUcares apresenta relacdo direta com a producdo de etanol. A
velocidade especifica de crescimento (ux) da levedura também apresenta perfil semelhante as
outras duas curvas, assim a producdo do etanol, metabdlito primario, estd associada ao

crescimento celular e ao consumo de extrato.

Observa-se também, que para a fermentacdo com a levedura CS52 (Figura 4.1A), 0s
valores maximos de pX, uS e pP ocorreram no tempo de 12 h para pX e foi 0,08 h, de 48 h
para pS, sendo de 0,25 g gh™ e 0,13 g gh™ para pP no tempo de 24 h. Para fermentagdo com a
levedura SC82 (Figura 4.1B) os valores maximos foram de 0,09 h™* para X, no tempo de 12
h; de 0,427 g gh™ para pS e 0,017 g gh™ para uP, ambas no tempo de 24 h. O tempo de
geracdo da levedura (Tg) foi de 8,20 h para a levedura SC52 e de 7,66 h para a levedura
SC82.

A Tabela 4.5 apresenta os resultados de produtividade volumétrica em etanol e o
rendimento em etanol durante o processo fermentativo, onde se observa a variacdo de Qp
entre 0,35 e 0,84 g Lh™ para a cerveja CSeSC52 e entre 0,38 e 0,84 g Lh™ para a cerveja
CSeSC82. Apesar de tratar-se de leveduras diferentes pode-se inferir que a temperatura de
fermentacdo ndo influenciou na Qp (pois a CSeSC52 e a CSeSC82 fermentaram em
temperaturas distintas, 25,0 °C e 23,5°C, respectivamente), conforme ja observado por outros
autores (DRAGONE, et. al., 2003; BRIGGS, et. al., 2004; CARVALHO, 2009).

O Rendimento Aparente ou fator de conversao de substrato em produto (Yp/s) variou
entre 0,41 e 0,42 g g para ambas as cervejas. A influéncia da temperatura ndo ficou
evidenciada. Estes resultados foram ligeiramente superiores ao encontrado por Dragone, et.

al. (2003), de 0,40 g g™, em fermentacdo conduzida em fermentadores cilindro-conicos de
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180 L com volume util de 140 L, utilizando mostos de 17,50 °P, fermentados por

Saccharomyces cerevisiae lager a 12,5 °C.
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0,08 ™)
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Figura 4.1 — Velocidades especificas de crescimento de células em suspensdo (uX - m), consumo de extrato
aparente (uS - @) e producdo de etanol (uP - A), na fermentagdo em mosto puro malte suplementado com
selénio, com as leveduras SC52 (A) e SC82 (B)
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Tabela 4.5: Produtividade volumétrica em etanol (Qp) e Rendimento Aparente (Yp/s) em
cervejas suplementadas com selénio CSeSC52 e CSeSC82

CSeSCh2 CSeSC82
TEMPOM  ™op@ih  ves@e) | Qp@Lh)  Yps@e)

O - - - _

6 0,78 0,41 0,76 0,41
12 0,43 0,42 0,41 0,42
24 0,84 0,42 0,84 0,42
36 0,64 0,42 0,73 0,42
48 0,50 0,42 0,60 0,42
60 0,47 0,42 0,50 0,42
72 0,41 0,42 0,43 0,42
96 0,35 0,42 0,38 0,42

4.3.2 SELENIO TOTAL

As concentracOes de selénio total foram determinadas nas cervejas produzidas e nas
leveduras utilizadas por DRC-ICP-MS com monitoracéo dos istopos "®Se e °Se, conforme
procedimento descrito anteriormente. Na Tabela 4.6 é possivel observar que para ambas as
cervejas produzidas (CSeSC52 e CSeSC82) a maior concentracdo de selénio foi encontrada
nas leveduras (SC52 e SC82), representando respectivamente, 99,19% e 99,38% do selénio
total. Tais resultados eram esperados, tendo em vista a capacidade da Saccharomyces
cerevisiae em acumular selénio. Nas cervejas produzidas foram encontrados 0,81% (0,089 +
0,001 mg L™ e 0,63% (0,074 + 0,000 mg L™) do selénio total em CSeSC52 e CSeSC82,
respectivamente, sendo estes resultados superiores aos encontrados por Martinez, et. al.
(2012) que em pesquisa sobre biotransformacéo de selénio em fermentagdes para produgéo de
cerveja, obtiveram concentragdes de selénio em cervejas comerciais que variaram entre
0,0092 + 0,001e 0,0172 + 0,001 mg L. Rodrigo, et. al. (2015), avaliando 128 marcas de
cervejas comercializadas no Reino Unido encontraram teores de selénio inferiores a 0,02 mg
L?, concluindo também que as concentracdes variam provavelmente em funcdo da

disponibilidade local do mineral.

107



Tabela 4.6: Selénio total nas cervejas produzidas e nas leveduras apos fermentacdo

x Is6topos monitorados
Amostras - n = 1
Se(mgL™) Se(mgL™)
CSeSC52 0,089 + 0,001 0,089 + 0,001
SC52 10,870 + 0,000 10,880 + 0,001
CSeSC82 0,074 + 0,000 0,075 + 0,000
SC82 11,908 + 0,001 11,816 + 0,001

*CSeSC52 — cerveja suplementada com selénio, produzida com a levedura SC52; LSC52 — levedura 52;
CSeSC82 - cerveja suplementada com selénio, produzida com a levedura SC82; SC82 — levedura 82

A partir da Tabela 4.6 pode-se inferir também que para a cerveja CSeSC52 foi
recuperado aproximadamente 99,72% dos 11 mg L™ do selénio adicionado e para a cerveja
CSeSC82, dos 12 mg L™ recuperou-se 99,85%. Em termos comparativos, por exemplo, Silva
(2009) trabalhando com bioespeciacdo de selénio em amostras de cerveja obteve taxas de
recuperacdo inferiores a 70%. Whang, et. al. (2010) em trabalho sobre enriquecimento de
levedura Saccharomyces com selénio, em fermentacdo em batelada alimentada com alta
densidade celular, obteve uma taxa de conversdo de selénio de 62%. Portanto, 0 método
proposto nesta pesquisa é relevante.

Considerando a Dose Diaria Recomendada (DDR) de selénio para homens e mulheres
de 55 pg dia® (PEDRERO & MADRID, 2009), a partir dos resultados encontrados pode-se
recomendar a ingestdo de aproximadamente 600 mL da cerveja CSeSC52 e 740 mL da
cerveja CSeSC82, de forma a ndo ultrapassar a DDR. Considerando a dose diaria maxima
recomendada (400 pg dia™), o consumo maximo é de 4,5 L e 5,3 L das cervejas CSeSC52 e
CSeSC82, respectivamente.

4.3.3 QUANTIFICACAO DE SELENOCOMPOSTOS

A Tabela 4.7 apresenta as concentraces de selénio obtidas nas amostras em anélises
realizadas em HPLC-ICP-MS ap0s fermentacOes realizadas para producdo de cerveja
suplementada com selénio, adicionado como Na,SeOz;. A fim de avaliar a influéncia do
processo de carbonatacdo no teor de selénio, as cervejas produzidas foram avaliadas antes e
ap6s a carbonatacdo. E possivel observar na Tabela 4.7 que nas duas cervejas produzidas as

concentracdes de SetoraL, SeMetSecys e SeMet foram superiores nas amostras nao
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carbonatadas (MSeSC52 e MSeSC82), evidenciando influéncia da carbonatacdo na
concentragéo de Se.

A Figura 4.2 apresenta o cromatograma obtido em HPLC-ICP-MS dos padroes
analiticos utilizados para a quantificacdo das concentracdes de SetoraL, SeMetSecys e SeMet,
com respectivos tempos de retencdo. Na Figura 4.3 sdo apresentados os cromatogramas das
amostras analisadas onde é possivel observar a inexisténcia de pico de Na,SeOs;, 0 que
demonstra que o composto foi bioconvertido em organo-compostos de selénio e evidencia a
eficiéncia das leveduras utilizadas. Corroborando o acima exposto, na Tabela 4.7 quando
avaliadas com as cervejas ndo carbonatadas estas bioconvertaram 99,98% (SC52) e 99,91%
(SC82) do selénio adicionado no inicio da fermentacdo e quando avaliadas com as cervejas
carbonatadas as taxas de bioconverséo foram de 99,77% (SC52) e 99,78% (SC82), sendo esta
ultima a forma em que esta disponivel ao consumidor final. A SeMet representa o principal

selenocomposto presente nas amostras analisadas.

Tabela 4.7: SeroraL, SeMetSecys e SeMet, apds fermentacdo, utilizando HPLC-ICP-MS

Amostra | SetoraL (mg.Ll) |  SeMetSecys (mg.L?) | SeMet(mg.L™)
CSeSC5h2 0,088 + 0,001 0,006 + 0,000 0,144 + 0,001
MSeSC52 0,111 + 0,006 0,029 + 0,000 0,172 £ 0,001
LSC52 10,887 + 0,087 0,741 £ 0,000 25,141 £ 0,048
CSeSC82 0,073 £ 0,001 0,005 £ 0,000 0,126 £ 0,001
MSeSC82 0,088 + 0,001 0,031 £ 0,001 0,132 +£ 0,000
LSC82 11,901 + 0,029 1,109 + 0,000 26,691 + 0,058

*CSeSC52 — cerveja suplementada com selénio, produzida com a levedura SC52; MSeSC52 — cerveja maturada
(ndo carbonatada), produzida com a levedura SC52; LSC52 — levedura 52; CSeSC82 - cerveja suplementada
com selénio, produzida com a levedura SC82; MSeSC82 — cerveja maturada (ndo carbonatada), produzida com a
levedura SC82; SC82 — levedura 82; Se roraL — concentragdo de selénio total; SeMetSecys — concentracdo de
metil-seleno-cisteina e SeMet — concentracdo de selenometionina.
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Figura 4.2 — Cromatograma obtido a partir de injecdo de padrdes analiticos em HPLC-ICP-MS

4.00 | | 3.50
SeMet CSe! SeMet CSeSC82
3,50 «— Ve
~3.00 % 58
& g 278
2250 )
o . . = 2.00
=500 ) SeMetSeCys <
225 ‘ ¢
2 * 1,50 .) SeMetSeCys
£1.50
o
3 00
2 1,00 L
= 0.50 0,50
0.00 0.00
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Tempo de Retengiio (nun) Tempo de Retengdo (nun)
450 4,00
Sehet MSeSC52 350 — SeMet MSeSC82
= 3.00
=2
2% 250
9 SeMetSeCys % 200 9 SeMetSeClys
3150
]
_é: 1.00
=N
0,50 0,50
0.00 0,00
0 3 6 9 12 15 15
Tempo de Retengao (nun) Tempo de Retengio (nuin)
7.00 8.00
SeMet LSCS2 200 SeMet LSCS2
= 6.00
g
% 5,00
Z‘ 4,00
&
_;g 3.00
=]
9 fetSeCys é 2.00 2 SeMetSeCys
1,00 1.00
0,00 0,00
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

Tempo de Retengao (min)

Tempo de Retengio (nin)

Figura 4.3 — Cromatogramas das amostras de cervejas carbonatadas (CSeSC52 e CSeSC82), cervejas ndo
carbonatadas (MSeSC52 e MSeSC82) e de leveduras (LSC52 e LSC82), em HPLC-ICP-MS
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4.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir dos estudos cinéticos demonstraram que as fermentacGes
realizadas seguem a mesma tendéncia de outros trabalhos realizados, permitindo inferir que o
selénio ndo interferiu no processo fermentativo;

Do total de selénio adicionado no inicio da fermentacdo para a cerveja CSeSC52 foi
recuperado aproximadamente 99,72% dos 11 mg L™ e para a cerveja CSeSC82, dos 12 mgL™
de selénio adicionado recuperou-se 99,85%. Taxas de conversdo/recuperacdo acima de 60%
séo consideradas excelentes em trabalhos desta natureza;

As maiores concentracdes de selénio foram encontradas nas leveduras, evidenciando a
sua capacidade de bioacimulo quando se refere a este mineral. Nao foi observado diferenca
nos teores de selénio total quando comparadas as metodologias DRC-ICP-MS e HPLC-ICP-
MS, indicando que quando a pesquisa objetivar realizar trabalhos de especiacdo de selénio
ndo é necessario utilizar outra metodologia para determinacdo de selénio total;

Conforme j& observado em outros trabalhos semelhantes, a metodologia HPLC-ICP-
MS mostrou-se eficiente para especiacdo de selénio em leveduras e cervejas, sendo que o
principal selenocomposto identificado nas amostras foi a selenometionina e 0o composto
organico utilizado como fonte de Se (Na,SeOs;) ndo foi identificado nas amostras,
evidenciando a eficiéncia das leveduras utilizadas na bioconversao.

As cervejas produzidas podem ser indicadas para produgdo em escala industrial nas
condicdes apresentadas na pesquisa, entretanto com o devido informativo ao consumidor
sobre 0 volume maximo de ingestdo de forma a evitar possivel intoxicacdo por excesso de

selénio.

111



4.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAUM, M. K.; CAMPA, A.;MIGUEZ-BURBANO, M. J.; BURBANO, X; SHOR-POSNER,
G. Role of selenium in VIH/AIDS. In: HATFIELD, D. L. (Ed.), Selenium - its Molecular
Biology and Role in Human Health. pp. 247-255. Kluwer Academic Publishers (2001).

BECK, M. A. Selenium as antiviral agent. In: HATFIELD, D. L. (Ed.), Selenium - its
Molecular Biology and Role in Human Health. pp. 235-245. Kluwer Academic Publishers
(2001).

BEHNE, D.; WEILER, H.; KYRIAAKOPOULOS, A. Effects of selenium deficiency on
testicular morphology and function in rats. J. Reprod. Fertil., 106 (1996), p. 291.

BORZANI, W. Cinética de processos fermentativos. Revista Brasileira de Engenharia, v.3,
n.2, p.61, 1986.

BRIGGS, D. E.; BOULTON, C. A.; BROOKES, P. A.; STEVENS, R. Brewing Science and
practice. Woodhead Publishing Limited, Cambridge, UK. (2004), 863 p.

CARVALHO, G. B. M. Obtengéo de cerveja usando banana como adjunto e aromatizante.
Tese (Doutorado em Biotecnologia Industrial). Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia
Industrial. Area de Concentracdo: Conversdo de biomassa) — Escola de Eng. de Lorena da
USP. Séo Paulo, 20009.

CARVALHO, G. B. M.; BENTO, C. V.; SILVA, J. B. A. Elementos biotecnologicos
Fundamentais no processo cervejeiro: 1° parte — As leveduras. Analytica, (2006), 25, p 36-42.

CERVBRASIL - Associagdo Brasileira da Industria da Cerveja. Disponivel em:
http://www.cervbrasil.org.br/arquivoss ANUARIO _CB_2015 WEB.pdf Acessado em:
25/10/2016.

COMBS JR., G. F.; COMBS, S. B. Selenium and cancer. In: COMBS JR., G. F. The Role of
Selenium in Nutrition. pp.413-461. Academic Press, Inc., New York (1986).

DRAGONE, G.; SILVA, D.P.; SILVA, J. B. A.; LIMA, U. A. Improvement of the ethanol
productivity in a high gravity brewing at pilot plant scale. Biotechnology Letters, July
2003, Volume 25, Issue 14, pp 1171-1174.

LE DUY, A.; ZAJIC, J. E. A Geometrical Approach for Differentiation of an Experimental
Function at a Point: Applied to Growth and Product Formation. Biotechnology and
Bioengineering, New York, v. 15, p. 805-810, 1973.

MARTINEZ, M. S.; SILVA, E. P. G.; PEREZ-CORONA, T.; CAMARA, C.; FERREIRA, S.
L. C.; MADRID, Y. Selenite biotransformation during brewing. Evaluation by HPLC-ICP-
MS. Talanta, 88 (2012) Pages 272-276

112


http://link.springer.com/journal/10529
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00399140

MOSER, A. Bioprocess Technology. Kinetics and Reactors. New York: Springer-Verlag,
1988, 451p.

NEVE, J. Selenium as a Risk Factor for Cardiovascular Diseases. Journal Cardiovascular
Risk, 3 (1996), p. 42.

OLDEREID, N. B.; TOMASEN, Y.; PURVIS, K. Selenium in human male reproductive
organs. Human Reprod., 13 (1998), p. 2172.

PEDRERO, Z.; MADRID, Y. Novel approaches for selenium speciation in foodstuffs and
biological specimens: A review. Analytica Chimica Acta, v. 634 p. 135-152, 2009.

PINHEIRO, C. S. R. Selecdo de leveduras produtoras de etanol como suporte para a
producdo de alcool combustivel e cachaca artesanal por produtores rurais. 2012. 94p. Tese
de Doutorado (Doutor em Biotecnologia) — Programa de P6s Graduacdo em Biotecnologia,
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, 2012.

RODRIGO, S.; YOUNG, S. D.; COOK, D.; WILKINSON, S.; CLEGG, S.; BAILEY, E. H.;
MATHERS, A. W.; BROADLEY, M. R. Selenium in commercial beer and losses in the
brewing process from wheat to beer. Food Chemistry. 182 (2015) 9-13.

SILVA, A. F. Caracterizacdo genética de linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas de
fermentacdes artesanais de cachacas da Bahia. 2009. 117p. Dissertacdo de Mestrado (Mestre
em Biotecnologia) — Programa de Pds Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, 2009.

SILVA, E. G. P. Estratégias analiticas para determinacdo direta de metais em alimentos e
bioespeciagdo de selenoproteinas em cerveja utilizando HPLC-ICP-MS. 2009. 123p. Tese de
Doutorado (Doutor em Quimica) — Programa de P6s-Graduacdo em Quimica, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2009.

TAPIERO, H; TOWNSEND, D. M; TEW, K.D. The antioxidant role of selenium and seleno-
compounds. Biomedicine & Pharmacotherapy, 57 (2003), pp 134-144.

WHANG, Z.; ZHANG, L.; TAN, T. High cell density fermentation of Saccharomyces
cerevisiae GS2 for selenium-enriched yeast production. Korean J. Chem. Eng. 27(6), 1836-
1840 (2010). DOI: 10.1007/s11814-010-0300-x

113


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332203000350
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332203000350
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332203000350
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07533322

CONSIDERACOES FINAIS

A selecdo de leveduras para producdo de cervejas no Brasil ainda € bastante incipiente
e, constituindo um dos objetivos desta pesquisa, foi possivel selecionar trés leveduras (SC52,
SC57 e SCB82) para producdo de cerveja, sendo que estas apresentaram resultados
fermentativos superiores as leveduras comerciais (S-23 e S-04) utilizadas como parametro de

controle;

Com o objetivo de produzir cerveja artesanal suplementada com selénio foram
realizados estudos com as leveduras selecionadas previamente a fim de otimizar os
pardmetros temperatura de fermentagdo e concentragdo de selénio com resultados
significativos estatisticamente para as leveduras SC52 e SC82, sendo estas indicadas para a

producdo da cerveja suplementada;

Foram produzidas duas cervejas artesanais suplementadas com selénio (CSeSC52 e
CSeSC82) nas quais foram quantificados os teores de selénio total e dos selenocompostos
formados, em que a selenometionina o principal composto encontrado (tanto nas cervejas
quantos nas leveduras), sendo indicado para consumo, em funcdo da Dose Diaria
Recomendada, aproximadamente 600 mL da CSeSC52 e 740 mL da CSeSC82. Os teores de
selénio total e selenocompostos encontrados nas leveduras foram superiores aos encontrados
nas cervejas, nos permitindo inferir sobre a possibilidade de reuso destas (pratica comum nas
grandes cervejarias) como possivel fonte para biodisponibilizar selénio em novas cervejas

produzidas;

As metodologias e técnicas utilizadas mostraram-se eficientes na medida em que todos
0s objetivos propostos foram alcancados, nos permitindo concluir que a pesquisa foi realizada

com éxito.
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