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RESUMO

Com um aumento consideravel pela procura e desenvolvimento de novos produtos
biotecnoldgicos na area de alimentos, e no caso da cerveja, a presenca de produtos diferentes
daqueles que seguem a tendéncia convencional imposta a grande massa de consumidores,
utilizou-se a cerveja como alternativa para se desenvolver uma formulacao inovadora, com a
adicdo de mel do semiérido baiano, uma matéria-prima amplamente utilizada e comercializada
na industria de alimentos e com caracteristicas préprias da regido supracitada. O objetivo do
presente trabalho foi produzir e estudar, uma cerveja utilizando mosto concentrado (high
gravity) pela adi¢cdo de mel do semiarido baiano a sua formulacdo. Os ensaios para producédo
de cerveja foram feitos tratamentos utilizando um planejamento estatistico por médias, onde
utilizou-se concentrac6es de extrato do mosto na ordem de 16, 18, 20, 22 e 24° P. A mosturacéo
foi realizada pelo processo de rampa de mosturacao sendo o mel adicionado na etapa de fervura.
Em sequéncia, foi corrigido o teor de extrato, para posteriormente ser inoculado com leveduras
de alta fermentacédo (Ale). A fermentacdo ocorreu nas temperaturas de 15 e 22° C. As cervejas
foram analisadas quanto: as caracteristicas fisico-quimicas, crescimento e viabilidade celular,
producdo de etanol, produtividade volumétrica (Qp), conversédo de substrato em produto (Yp/s),
foi feito o estudo cinético das fermentacdes e realizou-se um tratamento estatistico dos dados,
utilizando o programa SISVAR 5.0. As concentracgdes (16 e 24 °P), foram levadas a producao
em escala piloto e feita a analise sensorial, utilizando testes afetivos e de preferéncia. Através
das andlises fisico-quimicas verificou-se que tanto 0 mel como o0 mosto puro malte estavam
aptos a serem utilizados na fermentacao. Feito o estudo dos parametros fermentativos pode-se
verificar que a fermentacdo conduzida a 22°C apresentou melhores resultados, e que a amostra
com maior concentracdo inicial de mosto (24 °P) teve maior produtividade volumétrica em
etanol (Qp = 0,37 g/L.h) e maior producéo de etanol (85,90 g/L). Com o estudo cinético pode-
se determinar o tempo de geracdo da levedura (Tg = 12,51 h), o valor maximo da velocidade
especifica de crescimento celular (0,05538 h) que foi obtido nas condigcdes de menor
concentracdo inicial de agucares (16 °P), velocidade especifica de consumo de extrato aparente
(0,74125 hY) e velocidade especifica de formagédo de produto (0,37700 h), foi obtido na
amostra com maior concentracdo inicial de mosto (24 °P). A cerveja com mosto inicial de 16°P
apresentou 57% da preferéncia dos provadores, enquanto, a cerveja com mosto de 24°P
apresentou 43%, em relacdo ao teste de preferéncia por comparacéo pareada. Os provadores da
andlise sensorial manifestaram sua aceitagdo média na escala heddnica para as duas cervejas,
entre “gostei muito” e “gostei moderadamente” (médias= 7,5 e 7,25), respectivamente, ndo
apresentando diferenca significativa entre as amostras. Assim, esse projeto demonstrou que é
possivel a aplicacdo desta tecnologia, aumentando a produtividade e obtendo beneficios
econdmicos e energéticos, além de valorizar uma materia-prima do semiarido baiano.

PALAVRAS-CHAVE: High Gravity Brewing, Fermentacédo, Cerveja, Mel.



ABSTRACT

With a considerable increase in the demand and development of new biotech products in the
food sector and in the case of beer, the presence of products different from those following the
conventional trend imposed by the large mass of consumers, Beer was used as an alternative to
develop an innovative formulation, with the addition of honey of the Semiarid Bahia, a raw
material widely used and commercialized in the food industry and with characteristics of the
region mentioned above. The objective of this work was to produce and study, a beer using
concentrated wort (high gravity) by the addition of honey from the Semiarid region of Bahia to
its formulation. The tests for beer production were made using a statistical planning by means,
where it was used concentrations of wort extract in the order of 16, 18, 20, 22 and 24 °P. The
mosturation was performed by the process of the mosturation ramp being the honey added in
the boiling stage. Subsequently, the extract content was corrected to be inoculated with high
fermentation yeasts (Ale). Fermentation occurred at temperatures of 15 and 22 °C. The beers
were analyzed as: physicochemical characteristics, cell growth and viability, ethanol
production, volumetric yield (Qp), substrate conversion in product (Yp/s), the kinetic study of
Fermentations and Statistical treatment of the data was performed using the SISVAR 5.0
program. The concentrations (16 and 24 °P) were carried out on a pilot scale and performed the
sensory analysis, using affective tests and preferably. Through physicochemical analyses it was
found that both honey and pure malt wort were able to be used in fermentation. The study of
fermentative parameters can be verified that the fermentation conducted at 22 °C presented
better results, and that the sample with the highest initial concentration of wort (24 °P) had
higher volumetric productivity in ethanol (Qp = 0.37 g/L.h) and higher Ethanol production
(85.90 g/L). With the kinetic study, it is possible to determine the time of yeast generation (Tg=
12.51 h), the maximum value of the specific velocity of cell growth (0.05538 ht) that was
obtained under the conditions of lower initial sugar concentration (16 °P), velocity specified of
apparent extract consumption (0.74125 h'1) and specific velocity of product formation (0.37700
h), was obtained in the sample with the highest initial concentration of wort (24 °P). The beer
with initial wort of 16 °P had 57% of the preference of the takers, while the beer with wort of
24 °P had 43%, in relation to the preference test by paired comparison. The audience of sensory
analysis manifested their average acceptance in the hedonic scale for the two beers, between
"liked very much" and "liked moderately" (averages= 7.5 and 7.25), respectively, with no
significant difference between the samples. Thus, this project demonstrated that it is possible to
apply this technology, increasing productivity and obtaining economic and energetic benefits,
besides valuing a raw material of the Semiarid region of Bahia.

KEYWORDS: High Gravity Brewing, Fermentation, Beer, Honey.
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INTRODUCAO

No Brasil, o setor cervejeiro gera cerca de 2,2 milhdes de empregos e sua receita
corresponde a 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB), contribuindo com R$ 23 bilhGes de
impostos ao ano. De acordo com a Associagdo Brasileira da Inddstria da Cerveja
(CERVBRASIL, 2019), o Pais tem cerca de 117 mil hectares plantados com cereais destinados
a producdo da bebida. Em 2016, o Brasil fabricou 14,1 bilhGes de litros de cerveja, ficando atras
apenas da China e dos EUA e se tornando o terceiro maior produtor mundial. Estdo registradas
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (Mapa) 610 cervejarias, que
fabricam 7.540 produtos, divididos entre cervejas e chopes. Esse nimero cresceu cerca de seis
vezes desde 2007, impulsionado, principalmente, pela abertura de empresas de pequeno porte,

microcervejarias e brewpubs (bares que produzem sua propria cerveja) (CERVBRASIL, 2019).

Na producdo de cerveja estima-se que ha mais de 20 mil diferentes tipos de formulacdes.
Essa grande variedade é obtida a partir de mudancas na fabricacdo da bebida, como por
exemplo, o tempo e temperatura nas etapas de mosturagédo, fermentacéo, maturacao e o uso de
ingredientes diferenciados como trigo, milho, centeio, arroz, mel, mandioca, frutas, etc
(SOARES, 2011).

Como resultado da crescente competitividade do mercado, tanto para a reducdo de
custos como para a introducdo de novos produtos, 0s cervejeiros estdo constantemente
buscando inovagfes tecnoldgicas para seus processos, com isso, observa-se uma crescente
evolugdo por conhecimentos cientificos nesse setor. Uma das inovagfes que estd sendo cada
vez mais utilizada pelas industrias cervejeiras € a elaboracdo de cervejas de altas densidades.
Segundo Russel e Stewart (1995), com este procedimento é possivel aumentar a capacidade de
producdo através de um eficiente uso das instalagdes, reduzindo os custos de energia, mé&o de
obra, limpeza e efluentes.

Apesar do processo cervejeiro ser conhecido ha milhares de anos, existe uma
necessidade de desenvolver novas tecnologias para aumentar a produtividade e diminuir os
custos de investimentos. Entdo, pesquisadores e especialistas cervejeiros estdo em busca de
tecnologias e procedimentos que aumentem a produtividade e a economia das matérias-primas

e diminuam a energia na producéo da cerveja.
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No Brasil, duas tendéncias tém se destacado: a obtengéo de cervejas a partir de mostos
concentrados (High Gravity Brewing) e a elaboracao de cervejas utilizando adjuntos especiais,
0s quais podem aromatizar ou ndo as mesmas (CARVALHO, 2009).

Segundo Dragone et al. (2007), algumas cervejarias vém optando pelo aumento do
extrato inicial da fermentacdo, processo conhecido como de alta concentracdo, a fim de
aumentar a produtividade e diminuir os investimentos. Nesse processo, a cerveja é produzida e
depois diluida com agua a concentracdo alcodlica adequada para venda, gerando economia de
energia e beneficios econdmicos e ao meio ambiente. Por se tratar de uma tecnologia nova, as

vantagens e desvantagens dela ainda séo bastante discutidas.

As principais vantagens da producéo de cervejas com alta densidade sdo: uma crescente
capacidade de producéo de cervejas atraves de um uso mais eficiente das instalagdes existentes
da planta, reducdo de custos de energia, custos de mao de obra, limpeza e custos de efluentes,
incremento da estabilidade fisica e das propriedades organolépticas, além de uma maior
producdo de alcool por unidade de extrato fermentavel (CARVALHO, 2009).

A elaboracdo de cervejas utilizando adjuntos especiais tem sido uma nova tendéncia
para suprir as exigéncias do mercado, esse ingrediente a mais no processo cervejeiro vem se
tornando uma solugéo para o barateamento do processo devido a substituicdo de parte do malte,
fornecendo atributos sensoriais caracteristicos no produto finalizado. E um dos novos adjuntos
que pode ser utilizado é o mel produzido no semiarido baiano.

Esse mel em especial, é produzido em uma regido do nordeste brasileiro de grande
riqueza de fauna e flora, o que pode trazer caracteristicas Unicas ao produto final. A utilizacao
dessa matéria prima nesse processo é de grande importancia também para os produtores, tendo
em vista que é uma utilizacdo a mais para o seu produto.

O mel é um ingrediente versatil e altamente fermentescivel, com sabor e aroma
caracteristicos, promovendo um sabor diferenciado a bebida ou alimento (CRANE, 1987). O
mel é responsavel por fornecer notas florais de aroma a cerveja, por meio dos polens e néctares
utilizados pelas abelhas na sua producéo (SMITH, 2009).

Nesse sentido, além de contribuir para o desenvolvimento de um processo cervejeiro
inovador e de grande potencial, o presente trabalho de mestrado busca elaborar uma cerveja ale

com mosto concentrado utilizando como adjunto o mel do semiarido baiano a fim de
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desenvolver um processo cervejeiro economicamente vidvel, contribuir na diversificacdo da

linha de produtos, assim como valorizar a matéria-prima.
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1. OBJETIVO GERAL

Produzir cerveja com mosto de alta densidade (High Gravity) utilizando o mel do

semiérido baiano como adjunto do malte.

1.1.  Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do mel e do mosto cervejeiro tradicional;
Avaliar duas temperaturas diferentes de fermentacdo (15 e 22°C);

Analisar o crescimento e viabilidade celular no meio de fermentacéo;

A wnp e

Realizar acompanhamento analitico (producdo de etanol, consumo de substrato,

produtividade volumétrica e grau aparente de fermentacéo);

5. Acompanhar as fermentacdes através da analise cinética: velocidades especificas de
crescimento celular (ux), de consumo de substrato (ps) e formacéo de produto (up).

6. Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das cervejas;

7. Produzir as melhores condicGes de fermentacdo em escala piloto;

8. Anaélise sensorial das cervejas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histdria da cerveja

A producdo e o consumo de bebidas alcoolicas sdo uma das atividades mais antigas
desenvolvidas pelo homem. A origem das primeiras bebidas alcdolicas € incerta, mas supde-se
que entre as bebidas fermentadas a cerveja seja uma das mais antigas. A cerveja é uma bebida
natural obtida pela fermentacéo alcodlica de um extrato aquoso de cevada maltada, preparada
a partir de lapulo, &gua, levedura e malte de cevada, com teor alcoolico entre 3 e 8% (v/v),
tradicionalmente essas sdo as matérias-primas da cerveja, embora em muitos processos
utilizam-se também adjuntos (CARBONELL E SENDRA, 2001; ALMEIDA E SILVA, 2005;
BORTOLI et al., 2013).

A cerveja teve sua origem na regido da Mesopotamia, local onde a cevada crescia em
estado selvagem, sendo um produto valorizado tanto pelas suas propriedades fisicas e quimicas,
quanto pela sua utilizacdo nas funcbes medicinais, cosméticas e culinarias. Existem evidéncias
da fabricacdo de cerveja feita de cevada maltada na Babil6nia no ano de 6.000 a.C. No Egito, a
cerveja era utilizada nos ritos religiosos, ocupando assim um lugar importante, sendo uma
bebida de grande consumo nacional (ADEMOLA et al., 2011).

A primeira cerveja de que se tem noticia foi fabricada pelos sumérios, um povo que
vivia na Mesopotamia, Oriente Médio. Além dessa civilizacdo, também foram eximios
cervejeiros os assirios e babilénios. Os sumérios fabricavam uma massa consistente com graos
moidos que, apds o cozimento, era consumida como pdo. Esta massa, submetida a a¢éo do
tempo, umedecia e fermentava, tornando-se uma espécie de “pao liquido”, ou seja, um tipo de
bebida alcodlica. Esta bebida guarda uma semelhancga, ainda que distante, com a atual cerveja
(TSCHOP, 2001).

No Egito, a cerveja era uma bebida nacional de grande consumo, ocupando um lugar
importante nos ritos religiosos, sendo distribuida ao povo. Documentos histéricos comprovam
que os egipcios ja fabricavam alguns tipos de cerveja como a “Cerveja dos Notaveis” e a
“Cerveja de Tebas” (TSCHOP, 2001). Por intermedio desta civilizacdo que a cerveja ficou
conhecida por outros povos orientais, chegando ao conhecimento da Europa e entdo ao resto do
mundo (SINDICERYV, 2000).
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Na antiguidade, a cerveja era obtida como uma atividade doméstica ou produzida em
pequena escala. As cervejas eram fabricadas por padeiros devido & natureza da matéria-prima
utilizada: gréos de cereais e leveduras. A cevada era deixada de molho até germinar, depois
moida grosseiramente e moldada em bolos, onde a levedura era adicionada. Os bolos eram
parcialmente assados e colocados em jarra com &gua para fermentar. No Egito essa cerveja
rustica ainda é fabricada com o nome de Bouza. Na idade média, houve um avanco da producédo
cervejeira com a introducdo de uma nova matéria-prima: o lapulo. Nesta época, ainda eram
utilizados varios ingredientes na fabricacdo da cerveja. Entdo, no ano de 1516, foi aprovada na
Alemanha a lei Reinheitsgebot: a cerveja deveria ser produzida somente com agua, cevada e
lpulo (HOUGH, 1990, VENTURINI, 2005).

Os imigrantes, colonos primitivos ingleses e holandeses, trouxeram a tecnologia
doméstica de fabricacdo da cerveja utilizando milho e lupulo para a América (AQUARONE et
al., 1983; MATAIX, 2004). Na época do império, no inicio do século XIX, a cerveja foi trazida
para o Brasil por D. Jodo VI, importada dos paises europeus (CEREDA, 2001; ALMEIDA e
SILVA, 2005).

De acordo com Cruz (2007), a elaboracdo de cerveja, feita durante muitos séculos de
um modo empirico, alterou-se decisivamente do século XIX, quando métodos e conceitos
cientificos foram adotados pelos fabricantes da época. Gracas a eles, foi possivel comecar a
obter cerveja com maior duracdo, mais reprodutivel e de qualidade mais consistente. Como
resultado destes avancgos, as unidades produtoras foram-se tornando cada vez maiores,
originando o aparecimento da verdadeira industria cervejeira. Os grandes avancos verificados
se devem aos estudos de L. Pasteur, E. Buchner, E. Hansen, A. Harden e W. J. Young, estes
dois ultimos ja no inicio do século XX, que permitiu esclarecer muitos dos problemas que
dificultavam o progresso da industria. Até essa época, a cerveja resultava, quase que
exclusivamente, da fermentacdo realizada a temperatura ambiente, por leveduras de alta
fermentacdo (cerveja ale). Na Baviera, porém, produzia-se, desde o século XVI, uma cerveja
cuja fermentacao era realizada por leveduras que fermentavam bem a baixas temperaturas (8 a
10°C) e que era mantida em caves até a fermentacdo principal terminar (cerveja lager). O
resfriamento necessario era obtido com blocos de gelo, faceis de obter nas montanhas, no
inverno, mas de dificil conservacdo no verdo. No século XIX este tipo de processo vulgarizou-

se, pois a cerveja lager obtida conservava-se melhor que a cerveja ale.
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Nas Ultimas décadas, a maltagem e a industria de fabricacdo de cerveja colocou em
pratica uma gama de novas invengdes técnicas, bioquimicas, microbioldgicas e genéticas
(LINKO, 1998). No inicio do processo de industrializacdo ocorreu a implantacdo das
cervejarias no Brasil. Na cidade do Rio de Janeiro, em 1888, foi fundada a “Manufatura de
Cerveja Brahma Villigier e Cia”. J4 em Sao Paulo, em 1891, foi fundada a companhia
Antarctica Paulista, em 1982, foi lancada a Kaiser e a Antarctica, em Minas Gerais. No ano de
2000, ocorreu a fusdo das empresas Antarctica e Brahma dando origem a AMBEYV. Atualmente,
a Ambev associou-se com a cervejaria Belga (Interbrew) originando a INBEV, maior grupo
cervejeiro do mundo, com a participacdo de empresas como a Heineken (Holanda), Anheuer-
Busch (Estados Unidos da América), Carlberg (Dinamarca) e SAB-Miller (Africa do Sul)
(LIMA, BIBIANO, 2011).

Nos ultimos anos, a evolugdo do consumo de cervejas apresentou um aumento de 5,45
bilhGes de litros consumidos em 1990 para 8,45 bilhdes de litros consumidos em 2001
(ALMEIDA e SILVA, 2005). No Brasil, o consumo de cerveja por pessoa € de cerca de 50
litros por ano e o tipo de cerveja mais consumida é a lager, com 98%, seguido por Bock,
Malzbier, e outros tipos (GRANATO et al., 2010).

2.2. Definicdo de cerveja

O Decreto n° 6.871 (BRASIL, 2009), de 4 de junho de 2009, artigo 36, define a cerveja
como uma bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de
cevada e 4gua potavel, por acdo da levedura, com adic¢do de lUpulo. Podendo o malte de cevada
e o lupulo serem substituidos pelos seus respectivos extratos. Quanto ao malte de cevada, parte
do mesmo pode ser substituida por adjuntos cervejeiros, cujo emprego nao podera ser superior
a quarenta e cinco por cento em relacdo ao extrato primitivo. No entanto, se os adjuntos se
tratarem de acucares vegetais diferentes dos provenientes de cereais, a quantidade maxima a
ser empregada em relagéo ao seu extrato primitivo deve ser menor ou igual a dez por cento em
peso na cerveja clara, menor ou igual a cinquenta por cento em peso, na cerveja escura, podendo
conferir ao produto acabado as caracteristicas de adogante e menor ou igual a dez por cento do

extrato primitivo na cerveja extra.
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De acordo com o Decreto n° 6.871 (BRASIL, 2009), de 4 de junho de 2009, artigo 37,
a caracteristica da cor da cerveja deve ser proveniente das substancias corantes do malte. Para
a fermentacdo, deve se utilizar levedura cervejeira. A cerveja deve ser estabilizada
biologicamente por processos fisicos apropriados, podendo ser denominada de Chopp, quando
n&o submetida a processo de pasteurizagédo para envase.

De acordo com o Decreto n° 6.871 (BRASIL, 2009), de 4 de junho de 2009, artigo 38,

as cervejas podem ser classificadas:

2.2.1. Quanto ao extrato primitivo:

a) Cerveja leve, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo € maior ou igual
a 5% e menor que 10,5% em peso, podendo denominar-se cerveja light a cerveja leve que
cumpra também, cumulativamente, os requisitos constantes dos itens 1 e 2, seguintes:

1. Reducdo de 25% do conteudo de nutrientes ou do valor energético com relacdo a uma
cerveja similar do mesmo fabricante (mesma marca comercial), ou do valor médio do contetido
de trés cervejas similares conhecidas e que sejam produzidas na regido;

2. Valor energético da cerveja pronta para 0 consumo deve ser no maximo de trinta e
cinco quilocalorias por cem mililitros.

b) Cerveja ou cerveja comum, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo é
maior ou igual a 10,5% e menor que 12% em peso;

c) Cerveja extra, definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo € maior ou igual
a 12% em peso e menor ou igual a 14% em peso;

d) Cerveja forte: definida como sendo a cerveja cujo extrato primitivo é maior que 14%

em peso.

2.2.2. Quanto a cor:

a) Cerveja clara, a que tiver cor correspondente a menos de 20 unidades EBC (European

Brewery Convention);
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b) Cerveja escura, a que tiver cor correspondente a 20 ou mais unidades EBC (European
Brewery Convention);
c) Cerveja colorida, a que, pela acao de corantes naturais, apresentar coloracdo diferente

das definidas no padrédo EBC (European Brewery Convention).

2.2.3. Quanto ao teor alcodlico:

a) Cerveja sem alcool, quando seu conteudo em alcool for menor ou igual a 0,5% em
volume, ndo sendo obrigatdria a declaracdo no rétulo do conteudo alcodlico;
b) Cerveja com alcool, quando seu contetdo em alcool for superior a 0,5% em volume,

devendo obrigatoriamente constar no rétulo o percentual de alcool em volume.

2.2.4. Quanto a proporcdo de malte de cevada:

a) Cerveja de puro malte, aquela que possuir 100% de malte de cevada, em peso, sobre
0 extrato primitivo, como fonte de agUcares;

b) Cerveja, aquela que possuir proporcéo de malte de cevada maior ou igual 50% cento
em peso, sobre o extrato primitivo, como fonte de agucares;

c) Cerveja de...I, seguida do nome do vegetal predominante, aquela que possuir
proporcdo de malte de cevada maior que 20% e menor que 55% em peso, sobre 0 extrato

primitivo, como fonte de agUcares.

2.2.5. Quanto a fermentacao:

a) de baixa fermentacéo;
b) de alta fermentacdo.

A cerveja é classificada em dois grandes grupos: ale e lager. As cervejas do tipo Ale sdo
produzidas a partir da fermentagdo de superficie ou —alta. Geralmente, séo de cor clara, sabor

acentuado de lupulo, pouco &cidas e o teor alcodlico varia de 4% a 8%. Como exemplo dessa
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categoria, destacam-se a Porter e a Stout. Ja as cervejas denominadas como lager sao fabricadas
por fermentacdo profunda ou —baixal. As mesmas possuem cor clara, sabor suave e teor
alcoolico entre 4 e 5%. A Pilsen, Munique e a Bock sdo umas das principais cervejas do tipo
lager (SIQUEIRA; BOLINI e MACEDO, 2008).

Segundo Oliveira (2011) a diferenca entre lager e ale, baseada em leveduras de fundo
ou de superficie, tem se tornado menos usual com a utilizacdo dos fermentadores cilindro-
conicos e das centrifugas. A Figura 3.1 mostra um esquema genérico dos principais processos

de producéo de cerveja em funcdo da levedura utilizada.

Figura 3.1 - Tempo de fermentacao dos tipos lager e ale de cervejas.

Saccharomyces uvarum (Lager)

7°Cal15°C  —-— o°C
Fermentacgao principal Fermentagdo secundaria
(7 a 10 dias) (3 a 5 semanas)

Saccharomyces cerevisiae (Ale)

180 C a 2200 ::} DD C
Fermentagao principal Fermentagio secundaria
(3 a 5 dias) (até uma semana)

Fonte: Russel (1994).

3.1. MATERIAS-PRIMAS

A cerveja é uma solucdo aquosa complexa, contendo CO., etanol, diversos sais
inorganicos e cerca de 800 compostos organicos, preparada a partir de malte, agua potavel,
lUpulo, leveduras e, podendo ainda, serem utilizadas outras matérias-primas amilaceas ou
acucaradas como adjunto do malte (CARVALHO; BENTO; ALMEIDA e SILVA, 2007).
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3.1.1. Malte de cevada

Tecnicamente, 0 malte € definido como a matéria-prima resultante da germinacao de
qualquer cereal (milho, trigo, cevada, aveia, entre outros), sob condic¢des controladas de tempo,
temperatura e aeragdo (BOFFIL et al., 2014). O cereal mais utilizado na industria cervejeira é
a cevada. Desde 6000 anos antes de Cristo, a cevada era utilizada na fabricagcdo de cerveja
(BARTOLI et al.; 2013). A cevada (Hordeum vulgare) é uma graminea cultivada desde a
antiguidade, e representa o quinto grdo de maior importancia econémica no mundo (BELETI
etal., 2012).

Segundo Cruz (2007), quando o grdo de cevada é submetido a um processo de
germinacdo controlada para desenvolver enzimas e modificar o amido, tornando-o0 mais macio
e soluvel, ele é chamado de malte.

O malte utilizado em cervejaria é obtido usualmente a partir de cevadas de variedades
selecionadas especificamente para esta finalidade. A cevada é uma graminea do género
Hordeum, parente 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 et al., 2009).

A cevada possui algumas caracteristicas que a tornam o cereal mais adequado para a
producdo da cerveja: alto teor de amido, formacdo e liberacdo de enzimas que atuam na
conversdo do amido nos agucares maltose e glicose durante o processo de malteacdo, além de
conter proteinas que fornecerdo os aminoacidos necessarios para o crescimento da levedura e
substancias nitrogenadas que exercem um papel importante na formacdo da espuma
(STANLEY et al., 2010). As proteinas da cevada sdo os principais constituintes capazes de
estabilizar a espuma da cerveja e seus niveis na cerveja sdo uma indicacdo da qualidade na
espuma (FLORIANI, 2009).

Na cevada os gréos na espiga podem estar alinhados em duas ou seis fileiras. Essa
diferenca ndo é apenas morfologica. A cevada de seis fileiras, quando comparada com a de
duas, apresenta menor teor de amido, maior riqueza proteica ou especificamente, enzimatica.
Seus graos sdo menos uniformes e possuem mais cascas. Assim sendo, a cevada de seis fileiras
deve apresentar alguma dificuldade na producéo do malte e na moagem dos gréos na cervejaria,

menor rendimento na mosturagdo, mas, por outro lado, facilita a filtragdo do mosto e aceita
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maior proporgdo de adjunto na formulagdo da cerveja. Os Estados Unidos usam
preferencialmente o malte de cevada de seis fileiras, tanto em cervejaria como nas destilarias
de uisque, por exemplo, enquanto que a de duas filas é utilizada na producdo de cerveja
europeia. No Brasil, a cevada cervejeira produzida nos estados do sul apresenta duas filas
(VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001).

Segundo Cruz (2007), o grdo da cevada passa por um processo de maltagem para
produzir enzimas fundamentais ao processo cervejeiro. As enzimas transformam o amido em
acucares que serdo utilizados pelas leveduras. Nessa etapa o amido do grdo apresenta-se em
cadeias menores do que na cevada, tornando-se mais solivel e menos duro. O processo de

maltagem € constituido por trés etapas: maceragdo, germinacao e secagem.

a. Maceracdo: A maceragdo prepara 0 grdo para a etapa fundamental de
germinacdo. O gréo, inicialmente com valores de umidade na ordem de 12 — 14%, € posto em
contato com agua, durante cerca de dois dias em grandes tanques de fundo cénico, aumentando
seu teor até cerca de 42%. Durante a maceragdo, ar é introduzido e oxigénio é consumido,
enquanto que gas carbonico é formado (VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001).

b. Germinacdo: A germinacdo € um processo bioldgico que torna as paredes
celulares do grao bem quebradicas e facilita a extracdo do amido. Na sua estrutura existem duas
grandes zonas: 0 embrido e a endosperma. O embrido, fonte da vida, vai ser sede de ordens
hormonais que desencadeiam as reacGes que levam a degradacdo enzimatica parcial do amido
armazenado no endosperma, originando agucares. Estes vao ser a fonte indispensavel de energia
para o0 crescimento da pequena raiz (radicula) e do pequeno caule (cauliculo) em formacao.
Durante a germinacéo sdo sintetizadas as enzimas hidroliticas, necesséarias a hidrolise parcial
dos componentes da cevada (amido, proteinas, paredes celulares), que ddo origem aos
nutrientes requeridos pela levedura. E também na germinacgdo que as proteinas de reserva do
grdo sdo hidrolisadas e utilizadas para sintetizar proteinas para o desenvolvimento do embrido.
Os aminoacidos do mosto vao ser também formados parcialmente nesta fase embora a maior
quantidade venha se originar na mosturacdo (VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001).

Em relagéo as enzimas, sabe-se que o grao de cevada possui apenas f-amilase, enzima
sacarificante que ataca dextrinas e amido soltvel nas extremidades das cadeias ndo redutoras,

hidrolisa as penultimas ligagdes a-1,4 e origina principalmente o dissacarideo maltose. Na
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germinacdo forma-se a- amilase, enzima com capacidade de liquefazer o amido por ataque das
ligagdes a-1,4 glicosidicas, ao acaso. Mas, forma-se ainda outra enzima, também importante
para a mosturacao, a dextrinase-limite que é capaz de hidrolisar as ligagdes a-1,6 glicosidicas,
ajudando na degradacdo do amido. A mobilizacdo das proteinas de reserva do endosperma é
feita na germinacdo gracas a atividade de proteinases e peptidases. As proteinases sdo
sintetizadas na camada de aleurona (que envolve o endosperma) e excretadas para o
endosperma, onde estdo as proteinas de reserva. A B-glucanase atua também nesta fase,
degradando as P-glucanas da cevada, que vao conferir viscosidade ao mosto futuro.
(VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001).

C. Secagem: Quando o tamanho do cauliculo atinge um comprimento que se situa
em cerca de 75% do grdo, a germinacao e a desagregacao sdo paradas por secagem controlada,
conseguida por uma corrente de ar quente. Segue-se uma fase de aquecimento, até, pelo menos
80°C (em estufa), que vai dar a coloracdo do malte e o seu gosto peculiar, apropriado a cada
tipo de cerveja. A atividade enzimatica cessa totalmente embora continue presente quando a
umidade do grao baixa para menos de 5 % (CRUZ, 2007).

3.1.2. Agua cervejeira

Agua é um dos principais fatores a ser levado em consideracdo na fabricacdo de
cervejas, pois é o meio indispensavel a todas as reagdes quimicas e bioquimicas formadoras da
cerveja. Além de ser o componente em maior quantidade na cerveja (cerca de 92-95%)
(ALMEIDA e SILVA, 2005). A 4gua usada na industria cervejeira, de captacbes municipais ou
préprias, é aquela adequada a alimentacdo humana, sendo sua composi¢do quimica adaptada,
nas fabricas, as diversas exigéncias do processo (com pH na faixa onde as enzimas do malte
atuam para a transformacdo do amido em acgucares fermentaveis; promover a extracdo das
moléculas amargas e aromaéticas do lUpulo, bem como uma boa coagulacdo do material
mucilaginoso conhecido como trub, durante a fervura), filtragdes, fermentacdo (permitir uma
fermentagdo asséptica) e acondicionamento (desenvolver cor e flavour caracteristicos do tipo
de cerveja a ser fabricada). Dessa forma, a agua usada na cervejaria deve ser insipida e inodora

para ndo interferir nas propriedades organolépticas da cerveja acabada (CRUZ, 2007).
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A 4gua cervejeira deve ser livre de contaminagédo, in6cua e dura (com alto teor célcio e
magnésio) que servirdo de nutrientes para as leveduras durante o processo fermentativo
(FLORIANI, 2009).

Toda &gua na natureza possui quantidade e qualidade diferente de sais dissolvidos, se a
quantidade de sais for alta a 4gua pode ter maior dureza e sabor caracteristico. A dureza é
classificada em permanente ou temporaria, as dguas com altos teores de bicarbonato sdo aguas
temporarias, pois precipitam o bicarbonato durante a fervura. Ja nas aguas permanentes estdo
presentes cloreto de calcio, magnésio e sulfeto de calcio. A dgua com dureza permanente origina
cervejas mais amargas e as com dureza temporaria cervejas mais claras e adocicadas
(ALMEIDA e SILVA, 2005).

As aguas naturais podem ter também compostos gasosos e matérias organicas que
podem influenciar no sabor e odor. Desta forma, os compostos gasosos, sais dissolvidos e
matéria organica presentes na agua podem interferir nos processos enzimaticos e quimicos da
fermentacdo, interferindo diretamente na qualidade da cerveja (ALMEIDA e SILVA, 2005;
BARTOLI et al., 2013).

O controle do pH da agua é um fator muito importante, o valor ideal para ser utilizado
na producdo da cerveja esta na faixa de 6,5 a 7,0, mas o tipo de cerveja que sera produzida que
vai determinar o pH ideal (MARTINS, 1991). Nessa faixa ha uma maior facilidade da atividade
enzimatica, com um consequente aumento no consumo de maltose e no teor alcoolico. O pH
alcalino pode promover a dissolucdo de grandes quantidades de materiais indesejaveis no
processo existentes na casca dos cereais e no malte (OLIVEIRA, 2011). Uma &gua cervejeira
de boa qualidade deve ser limpa, incolor, inodora, insipida, com concentracdo de calcio ao redor
de 50 mg/L, alcalinidade menor ou igual a 50 mg/L e seguir os padrGes de potabilidade
(ALMEIDA e SILVA, 2005).

As aguas utilizadas nas cervejarias provenientes de tratamento municipais ou pocos
artesianos devem receber tratamento antes de serem utilizadas. Além de ser necessaria uma
analise de alguns parametros organolépticos, quimicos, fisicos e microbioldgicos: cheiro, sabor,
turbidez, coloracdo, dureza, pH e presenca de microrganismos. A partir dessa anélise, define-
se o tratamento ideal:

- Filtrag&o: os solidos em suspenséo serdo removidos;
- Aeracdo - oxidagdo: remocao dos odores;

- Cloracdo: eliminacdo de microrganismos;
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- Desmineralizagéo: remocéo dos sais dissolvidos;

- Clarifica¢do: sdo adicionados produtos quimicos para a coagulagdo ou
aglomeracdo dos materiais em suspensao, que posteriormente serdo filtrados ou decantados
(OLIVEIRA, 2011).

A Tabela 3.1 mostra a composi¢do mineral da dgua dos principais centros cervejeiros
do mundo (HOUGH, 1985).

Tabela 3.1 - Composicdo da agua dos principais centros cervejeiros (ppm).

Local / Sais Na* Mg*+? Ca*? Cl- (SO4)* (HCOs)
Burton-on-Trente 54 24 352 16 820 320
Pilsen 32 8 7 5 6 37
Munique 10 19 80 1 6 333
Londres 24 4 90 18 58 123
Dublin 12 4 119 19 54 319
Dortmund 69 23 260 106 283 549

Fonte: HOUGH, 1985.

Atualmente, a tecnologia de tratamento de aguas evoluiu de tal forma que, teoricamente,
é possivel adequar a composicao de qualquer dgua as caracteristicas desejadas devido a técnicas
como a desionizacdo e osmose reversa. E dito teoricamente, porque o custo de alterar a
composic¢do salina da dgua normalmente é muito alto, motivo pelo qual as cervejarias ainda
hoje consideram a qualidade da 4gua disponivel como fator determinante da localizacdo de suas
fabricas. No Brasil, a maioria das regifes dispde de aguas suaves e adequadas a producdo das
cervejas lager, denominacao genérica do tipo de cerveja clara e suave que é produzida no Pais
(CARVALHO et al., 2009).

3.1.3. Lupulo

O ldpulo é uma planta de origem europeia que pertence a familia das Cannabaceae,

classificada como Humulus lupulus, seu cultivo é dificil, sendo tipica de regides frias. No Brasil,
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é produzido principalmente no Rio Grande do Sul. E uma planta dioica, isto é, produz flores
femininas e masculinas em plantas diferentes (MARTINS, 2011).

O lupulo (Humulus lupulus) é uma planta trepadeira pertencente a familia das moraceas
e originaria de zonas temperadas. (VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001). Para a inddstria
cervejeira somente interessam as flores femininas ndo fecundadas, que contem lupulina,
material resinoso, de sabor amargo, onde predominam resinas, antocianinas, taninos e a-acidos
(humulonas) (OETTERER, 2006).

Considerando que os lipideos, as proteinas e a celulose do lGpulo sdo insollveis no
mosto, bem como os acgucares e 0s aminoacidos que se encontram em pequena propor¢ao
embora solUveis; considerando-se ainda, a pequena dosagem de lupulos (cerca de 150 a 450
g/hL), tais substancias ndo contribuem, para o processo cervejeiro. De importancia, portanto,
sd0 0s Oleos essenciais, as resinas amargas, 0s polifendis e as substancias minerais, que
proporcionam duas qualidades sensoriais importantes a cerveja: o aroma e 0 sabor amargo
(TSCHOP, 2001).

A Figura 3.2 apresenta a flor de lupulo.

Figura 3.2 - Flor de lupulo.

< ¥
: :

Fonte: Mega et al., (2011)

As flores femininas sdo agrupadas em cachos ou umbelas que possuem uma vértebra
com varias dobras, local onde as bractéolas e bracteas se fixam e alojam os granulos de lupulina,
substancia de interesse cervejeiro, responsavel pelo aroma e sabor amargo caracteristicos da
cerveja (ALMEIDA e SILVA, 2005; MEGA et al., 2011;).

O lupulo comeca a ser adicionado na cerveja a fim de corrigir diferencas observadas no

sabor (CEREDA, 1983). Pode ser comercializado na forma de po, pellets, flor seca ou extrato
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(com compostos aromaticos e de amargor). Existem IUpulos com mais caracteristicas de
amargor e outros com mais caracteristicas de aroma. O cervejeiro deve fazer uma combinagéo
dos diferentes tipos de lupulo, adicionando o lupulo de amargor quando 0 mosto estiver quase
pronto e o lGpulo aromatizante quando o0 mosto estiver pronto (FLORIANI, 2009; BARTOLI
etal., 2013). A Tabela 3.2 mostra os componentes mais importantes do Iupulo em flor.

Tabela 3.2 - Composi¢do quimica em percentagem (%) do lupulo em flor,

Caracteristicas Percentagem (%0)
Resinas Amargas Totais 12 -22
Proteinas 13-18
Celulose 10- 17
Polifendis 4-14
Umidade 10-12
Sais minerais 7-10
Aculcares 2-4
Lipidios 2,5-3,0
Oleos essenciais 0,5-2,0
Aminoacidos 0,1-0,2

Fonte: Tschope (2001).

As resinas amargas, os polifendis, os 0leos essenciais e 0s sais minerais sdo as

substancias fundamentais no processo cervejeiro. Os polifendis sdo ricos em substancias tanicas
gue protegem a cerveja contra alguns microrganismos. Os 6leos esséncias, apesar de serem
volateis, concedem ao mosto e a cerveja um aroma tipico do lapulo (TSCHOPE, 2001).
As resinas amargas sdo constituidas por acidos B e a, também chamadas de lupulona e
humulonas, que possuem atividade bacteriostatica. Os acidos B sdo menos solaveis e
permanecem inalterados durante a fervura do mosto, portanto contribuem pouco com o amargor
da cerveja. As moléculas dos 4cidos a, durante a fervura do mosto, sdo isomerizadas a acidos
ISO-a que sdo mais estaveis, soltiveis e possuem propriedades tensoativas, estabilizando, assim,
a espuma da cerveja. Os 4&cidos iso-o. sao a fonte principal de amargor da cerveja
(KEUKELEIRE, 2000; FLORIANI, 2009).



33

3.1.4. Leveduras

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos e unicelulares que se reproduzem
assexuadamente, por gemulacdo ou brotamento. As duas espécies de leveduras mais utilizadas
No processo cervejeiro sdo a S. cerevisae e a S. uvarum (MARTINS, 1991). A S. cerevisae é
uma levedura ascomiceética e gemulante tipica, suas células sdo elipticas medindo de 6 a 8 um
de comprimento por 5 um de largura, capaz de metabolizar eficientemente os constituintes do
mosto em dois metabdlitos primarios, dioxido de carbono e etanol. O aroma e o sabor de uma
cerveja sdo determinados pelo tipo de levedura utilizada (ALMEIDA e SILVA, 2005;
CARVALHO, 2006).

As leveduras utilizadas para a fermentacdo em cervejaria sdo espécies do género
Saccharomyces. Elas consomem os agucares do mosto fornecidos pelo malte e pelos adjuntos,
transformando-os em alcool e CO.. Embora tradicionalmente a industria cervejeira classifique
a espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae como levedura do tipo Ale e as espécies
Saccharomyces carlsbergensis ou Saccharomyces uvarum, como leveduras do tipo Lager,
cientificamente essas espécies sdo classificadas como Saccharomyces cerevisiae. No entanto,
leveduras tipo Ale sdo cepas especificas de Saccharomyces cerevisiae responsaveis pela
chamada top fermentation, uma vez que ficam na superficie do mosto fermentado. Ja as do tipo
Lager, que também sdo cepas especificas de Saccharomyces cerevisiae, realizam a bottom
fermentation, depositando-se no fundo da dorna de fermentacdo (OETTERER, 2006).

Uma levedura cervejeira para produzir uma cerveja de qualidade deve apresentar as
seguintes propriedades: ser estavel durante varios ciclos de fermentacdes continuos, ter uma
velocidade rapida de fermentagdo, sem crescimento celular excessivo, manter um meio de
fermentacao livre de altas quantidades de metabolitos indesejaveis, converter de forma eficiente
0s agucares do mosto em etanol, ser facilmente removida por centrifugacdo ou floculagéo do
meio de fermentacdo, tolerar o estresse das altas concentragdes de etanol e pressdes osmoticas
dos componentes do mosto, ser viavel e poder ser re-inoculada no mosto (DOWHANICK,
2002, ABREU, 2008).

O desempenho dessas leveduras é influenciado por alguns fatores: tolerancia das células
das leveduras ao estresse, vitalidade, viabilidade e concentracdo celular do inoculo durante a

fermentagdo, tipo da cepa de levedura utilizada, concentragcbes de acUcares, nitrogénio
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assimilavel e disponibilidade de ions metélicos no mosto, densidade do mosto, pH e
temperatura (PEREIRA et al., 2010).

As leveduras séo classificadas em S. cerevisiae tipo ale e S. cerevisiae tipo lager, de
acordo com suas diferencas bioquimicas. As cepas do tipo lager sdo conhecidas como de baixa
fermentagao, pois sao produzidas entre 7 — 15 °C, durante 7 a 10 dias e no final da fermentagao
floculam na base do fermentador, possuindo um aroma e sabor mais suave e leve. Ja as cepas
tipo ale sdo conhecidas como de alta fermentacao, pois sdo produzidas entre 18 e 22 °C durante
3 a 5 dias e, no final da fermentacdo, formam na superficie do fermentador uma pelicula
flutuante e espessa de biomassa (ARAUJO, 2003; CARVALHO, 2006; HARRISSON, 2009).

3.2. CERVEJA PRODUZIDA COM MOSTO DE ALTA DENSIDADE

Na fabricacdo de cervejas tradicionais, 0os mostos utilizados possuem 11 a 12% de
solidos soluveis, e sdo fermentados para produzir de 4 a 5% (v/v) de etanol. Na producéo de
cerveja estdo sendo aplicadas novas técnicas com mostos de alta densidade. Nesse processo 0s
mostos sao fermentados com concentracdes de sélidos sollveis de 16 a 18%, resultando em um
produto com maior teor de etanol. Apds a fermentacéo, o produto é diluido para obter a cerveja
com o teor de alcool desejado (BLIEK, 2007; DRAGONE, 2007).

Com a utilizagdo desse procedimento é possivel obter uma maior producdo de alcool
por unidade de extrato fermentescivel, reduzir os custos de energia, limpeza, tratamento de
efluentes, mdo de obra e aumentar a capacidade de producédo da cerveja, sem a necessidade de
novos investimentos (STEWART, RUSSEL, 2009). A qualidade do produto final precisa ser
mantida quando sdo utilizados processos diferentes e modernos na fabricacdo da cerveja
(SILVA, 2008).

O uso de mostos com concentracBes de acucares elevadas € economicamente
satisfatorio, mas tem algumas limitacbes como: fermentacGes mais lentas e incompletas,
elevado teor de etanol, diminuicdo dos nutrientes do mosto no final da fermentacdo e a
incapacidade da levedura, Saccharomyces cerevisiae, de fermentar eficientemente os actcares
do meio concentrado (PEREIRA et al., 2010). A levedura, S. cerevisiae, é capaz de fermentar

0s agucares que estdo no mosto, que sdo a frutose, a glicose e a sacarose.
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Com o aumento da concentracdo inicial dos agUcares no mosto, a velocidade de
fermentacdo aumenta, mas as leveduras sdo submetidas a efeitos de estresse, devido a alta
pressdo osmotica e ao aumento dos niveis de etanol, resultando na inibicdo do seu crescimento,
viabilidade celular e desempenho fermentativo da levedura e consequentemente fermentacGes
mais lentas. Portanto, o sucesso dessas fermentacOes depende da capacidade da levedura
suportar o aumento da pressdo osmética e da concentracdo de etanol (THOMAS, 1994).

Muitos fatores podem interferir na fermentacdo do mosto de alta concentracao utilizado
na producdo de cervejas. Dentre estes fatores estdo: a concentracdo celular e a viabilidade
celular, a concentragcdo do mosto, a temperatura e a suplementacdo nutricional. Quanto maior
for a concentracgdo e a viabilidade celular, melhor serd o desempenho do processo de producao
da cerveja. Normalmente so utilizadas concentragdes de células viaveis de 10°a 108 células/mL
para producéo de cerveja (CARVALHO, 2011).

Dragone et al. (2003), ao realizarem uma fermenta¢do em mosto de alta concentragéo
em escala piloto, observaram um aumento na velocidade da fermentacdo quando a temperatura
foi aumentada de 10 para 15 ° C. O aumento da temperatura provoca a diminuicdo da
viabilidade celular devido ao aumento das taxas de producdo e acimulo de etanol nas células
de leveduras e no meio.

A temperatura € um dos fatores que afetam as reagdes bioquimicas e a ecologia da
levedura, influenciando no crescimento, metabolismo, viabilidade celular e capacidade
fermentativa da levedura (SOUZA, 2009). O aumento da temperatura eleva a velocidade da
fermentacdo, mas permite a contaminacao bacteriana, além de tornar a levedura mais sensivel
a toxicidade do alcool, dando origem a metabdlitos secundarios como glicerol (NAVES et al.,
2010). Sa-Correia e Van Uden (1983) relataram que a faixa de melhor resisténcia das cepas de
leveduras S. cerevisiae é 13 a 27 °C e 11% (v/v) de etanol. O controle da temperatura é de
extrema importancia para maximizar a producgéo de etanol e prever a inativagdo irreversivel das
células de leveduras.

Essas desvantagens na fabricacdo da cerveja de alta densidade podem ser superadas
utilizando leveduras que tolerem condigdes de estresse e meios suplementados com nutrientes
essenciais para a fermentagdo (BLIEK, 2007). A adicéo de lipidios, principalmente ergosterol
e é&cido graxo insaturado otimizam o crescimento e o metabolismo das leveduras
(GUIMARAES et al., 2006).
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3.3. MEL COMO ADJUNTO DE MALTE

No processo de producdo de cerveja os adjuntos séo especialmente utilizados por
questdes econdmicas, pois, apresentam menor custo na producdo de extrato. Além disso,
melhoram a qualidade sensorial e fisico-quimica da cerveja acabada. Podem ser considerados
como diluidores de todos os componentes do mosto cervejeiro, exceto os agucares. De fato,
reduzem o teor de nitrogénio soluvel, ou melhor, proteina solivel do mosto, diminuindo a
ocorréncia de infeccdo lactea na cerveja, melhorando a sua estabilidade coloidal e,
consequentemente, aumentando a vida de prateleira do produto. As cervejas que utilizam
adjunto em sua composicdo sdo mais refrescantes e leves, apresentam normalmente maior
brilho, cor mais clara e saciam menos (VENTURINE FILHO; CEREDA, 2001).

O mel, dentre os produtos fornecidos pelas abelhas, é sem duvida o mais conhecido e
difundido. Atribuem-se varias propriedades medicinais ao mel, além de sua qualidade como
alimento. Apesar de 0 homem fazer uso do mel para fins terapéuticos desde tempos remotos,
sua utilizacdo como um alimento, de caracteristicas especiais, deveria ser o principal atrativo
para o seu consumo (EMBRAPA, 2003).

Devido a uma flora bastante diversificada, uma extensdo territorial invejavel e uma
variabilidade climatica marcante, o Brasil tem um grande potencial apicola, possibilitando
produzir mel o ano todo, o que o diferencia dos demais paises que, normalmente, colhem mel
uma vez por ano (MARCHINI, 2001).
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Tabela 3.3 - Composi¢éo basica do mel.

Componentes Média Variagdo
Agua (%) 17,2 13,4-22,9
Frutose (%) 38,19 27,25 - 44,26
Glicose (%) 31,28 22,03 - 40,75
Sacarose (%) 1,31 0,25-7,57
Maltose (%) 7,31 2,74 - 15,98
Outros (%) 3,1 0,00 - 13,20
pH 3,91 3,42-6,10
Acidez livre (mEqg/KQ) 22,03 6,75 -47,19
Acidez total (mEQq/KQg) 29,12 8,68 - 59,49
Cinzas (%) 0,169 0,02 -1,03
Nitrogénio (%) 0,041 0,00-0,13
Diéstase 20,8 2,10 - 61,20

Fonte: Pereira et al. (2003).

O semiarido nordestino brasileiro caracteriza-se por periodos curtos e irregulares de
chuva, grandes areas com solos de baixa fertilidade e pouca profundidade, e em sua maioria
cobertos de matas silvestres caracterizadas pela intensidade de sua florada natural. Esta situacédo
é encontrada em mais de 50% do Nordeste, dificultando a exploragdo agricola pelo homem.
Entretanto, por outro lado, € uma regido promissora para desenvolvimento de grandes projetos
apicolas, uma vez que proporciona um pasto apicola sem qualquer contaminagdo quimica, com
possibilidade de obter o mel organico (livre de agrotdxicos e medicamentos). A apicultura tem
desenvolvido importante papel econdmico, social e ecoldgico no Nordeste brasileiro porque
gera renda aos agricultores, ocupa a méo-de-obra familiar e contribui para o aumento da
diversidade biologica do ecossistema (ALCOFORADO FILHO e GONCALVES, 2000;
SOUZA, 2002).

Desde tempos remotos, o mel € utilizado para elaboracdo de bebidas fermentadas, sendo
o hidromel a mais conhecida. O mel, por ser basicamente uma solucdo saturada de agucares e
agua (PEREIRA et al., 2003), € altamente fermentescivel, e ao ser utilizado como matéria-
prima na elaboracdo de bebidas alcoolicas promove o aumento no teor alcoolico dessas
(KUNZE, 2006).
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A adicdo de mel em cerveja proporciona uma bebida menos encorpada e aumenta a
quantidade de alcool (SMITH, 2009).

4. PROCESSO TRADICIONAL DE PRODUCAO DE CERVEJA

Apesar de existirem varia¢des na forma de producao da cerveja, dependendo do tipo de
cerveja que se quer produzir (lager ou ale), o processo completo consiste basicamente em:
moagem do malte, mosturacdo, filtracdo, fervura e tratamento do mosto, fermentacéo,
maturacao e clarificacao.

A sequéncia basica dos processos utilizados para a producdo de cervejas é similar ao
que esta mostrado na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Preparacdo dos principais tipos de cerveja.

LAGER
— — > Clarificac3o
Malte + Agua S. uvarum \l/
\l/ Consumo
‘ Mosturagéo | Fermentacdo Fermentacdo
\l, principal secundaria
‘ : - | (7 a 10 dias) matura¢do
Filtragao (3 a 5 semanas)
‘ Fervura |
\l/ ALE 18°C
‘ SRRy | aD E—— > Clarificacdio
etirada do ru S. cerevisiae 22°¢ \l/
‘l’ Consumo
| Resfriamento ‘—
']‘ Fermentac3o Fermentacio
R principal secundaria
Aeragao ) ~
(3 a 5 dias) maturacdo

(até 1 semana)

Fonte: Adaptado de RUSSEL (1994).
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4.1. Moagem do malte e mosturagéo

E considerada uma etapa critica na producdo da cerveja pelo cuidado e preciso que se
deve ter com o0 malte, tempo e temperatura, a fim de se obter a maior quantidade de extrato, ou
seja, 0 maior rendimento, sendo possivel extrair até 65% de solidos do malte. Para tanto, deve-
se ter atengdo ao tipo de moagem, que pode favorecer a acdo das enzimas sobre 0s componentes

insolGveis do malte, influindo na formag&o de extrato (REINOLD, 1997).

Na mosturacdo, o malte é moido e misturado com agua. As enzimas presentes no
préprio malte sdo entdo ativadas de acordo com um perfil de temperatura controlado, o qual
permite hidrolisar o amido em mono, di, trissacarideos e dextrinas, e as proteinas em peptideos
e aminoacidos (CARVALHO, 2009).

A mosturacao pode ser realizada por decoc¢do ou infusdo. Ha formacéo de acglcares ndo
fermentesciveis (maltotetraose 2-6%; maltopentaose 1-2%; maltohexaose 2-6% e dextrinas
superiores 15-20%) e de fermentesciveis (maltose 48-52%; glicose 12-15%; frutose 4-6% e
sacarose 4-6%); decomposicdo de betaglucanos (em altas quantidades interferem
negativamente elevando a viscosidade, dificultando a etapa de filtracdo do mosto); formacéo

de cor (o que também depende do tipo do malte que esté se utilizando) e aroma (TELES, 2007).

No processo de cocgdo, o cozimento do mosto comecga com a simples solubilizacéo de
aminoéacidos e com acdo das beta-glucanases (6tima acdo a 40 °C e inativada a 60 °C / pH
6timo= 5) sobre os beta-glucanos das paredes das células de amido do malte, juntamente as
proteases (6tima acdo a 45-55 °C/ pH 6timo= 5,2-8,2) do malte hidrolisam as proteinas em
simples peptideos e aminoacidos. Em seguida, com a acdo das beta-amilases (6tima acdo a 63°C
e inativacdo aos 68 °C/ pH otimo= 5,4-5,6) — e alfa-amilases (6tima ac&o a 70 °C e inativagdo
aos 74 °C / pH otimo= 5,6 - 5,8), tem-se a sacarificacdo do amido e obtencdo de maltose,
principalmente e dextrinas (HARDWICK, 1994).

Em resumo, a sacarificacdo das moléculas de amido (amilose e amilopectina) ocorre
com a-amilase (exoenzima) e f-amilase (endoenzima). Primeiramente a beta cliva unicamente
as ligagdes do amido B-1-4, duas a duas dando origem a maltose e uma o-dextrina e
posteriormente, a alfa age quebrando ligagdes a-1-4 de forma desordenada, formando dextrinas

menores e sacarideos. Deve-se observar que na etapa de mosturagdo e lavagem do bagaco de
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malte sdo extraidos também os polifendis que ddo sabor adstringente a cerveja assim como o
escurecimento devida & formacéo de flobafenos, polimeros de compostos fendlicos. Quanto

maior o pH do mosto maior é a extracdo desses polifendis da casca do malte (TELES, 2007).

Essa fase do processo necessita de um tempo de aproximadamente 2 h para ser
completada. Apds esse tempo, a fracdo insoltvel do malte (bagaco de malte) é removida por

filtracdo, obtendo-se uma solugdo denominada mosto (CARVALHO, 2009).

4.2.  Filtragéo, fervura e tratamento do mosto

A filtracdo do mosto tem por objetivo a separacdo da parte sélida, chamada de bagaco
de malte, e a parte liquida, 0 mosto cervejeiro, de real interesse para o processo de manufatura
(BLEIER,; et al, 2013).

A proxima etapa consiste na adicéo de lupulo e cozimento do mosto durante 1 a 2 h para
assegurar a assepsia necessaria do meio, promover a precipitacdo de compostos (complexos
formados com proteinas e polifendis), solubilizar e isomerizar componentes do lupulo, remover
compostos responsaveis por sabores desagradaveis no produto final, inativar as enzimas
presentes e permitir a obtencdo da concentracdo desejada de extrato. Ao final do cozimento, o
precipitado formado é removido e o mosto é resfriado até a temperatura de fermentacéo, aerado

e inoculado na linha de transferéncia para o fermentador (CARVALHO, 2009).

A coagulacdo proteica depende do ponto isolelétrico (cargas positivas iguais as cargas
negativas). Estudos realizados mostram que a melhor sedimentacdo ocorre entre os pHs 5,0-
5,2. Alem disso, pH menor que 5,5 favorece a conversdo dos compostos extraidos do lupulo
como também contribui para a esterilizacdo do mosto. E certo que a destruicio térmica dos
microrganismos nao € total, apenas elimina-se patdgenos e deteriorantes do processo (BRIGGS;
et al, 2004).

Sabe-se que as proteinas formadoras de espuma sdo diferentes das formadoras de
turbidez e que a estabilidade da espuma é favorecida com a interacdo de certas cadeias de

proteinas (albuminas) com os iso-alfa acidos provenientes do lupulo e desfavorecida pelos
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acidos graxos, devido a sua agdo competitiva sobre os tensoativos peptidicos (BRIGGS; et al.,
2004).

A otimizacdo na temperatura de fervura do mosto — menor bindmio tempo/temperatura
- € essencial para se obter também qualidade de espuma, pois ha mais disponibilidade dessas
proteinas de alto peso molecular formarem espumas firmes e estaveis. No entanto, em
temperaturas de 96-110 °C ao nivel do mar, ha um impacto que dificulta a solubilidade e a

habilidade dessas proteinas promoverem espuma (VAN NIEROP et al., 2004).

4.3. Fermentacgao

O processo de fermentagdo € iniciado apds a inoculagdo da levedura, com o0 mosto ja
devidamente resfriado e aerado. Nessa etapa, ocorre a liberacdo de CO; e calor nessa fase do
processo (SANTOS, 2008). A etapa inicial de fermentacdo do mosto, denominada fermentacéo
primaria ou principal, é a fase de maior atividade metabdlica da levedura, durante a qual quase
todo o extrato fermentescivel é convertido em alcool e gas carbdnico. Durante este periodo
ocorrem também algumas reacdes que resultam na formacéo de subprodutos (€ésteres, alcoois
superiores e outros) que exercem um importante efeito no sabor da cerveja (CARVALHO,
2009).

4.3.1. Fermentacdo alcodlica

Do ponto de vista bioldgico, a fermentacéo é a producao de energia a partir de nutrientes.
Aplicada ao universo alimentar trata-se da transformacéo da comida por bactérias e fungos
(leveduras) — e pelas enzimas que eles produzem. Fendmeno natural e complexo, a fermentacéo
ndo foi criada pelo homem. Foi ele, porém, que, depois de muito observar, aprendeu a controlar
alguns desses processos para, entre outras razdes, conservar os alimentos por um tempo maior
(FIDALGO, 2013).

Na fermentacdo alcoolica de agucares, por acdo de leveduras, os principais produtos

obtidos sdo o etanol e o didxido de carbono (Figura 4.2). Esse mecanismo foi quantificado pela
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primeira vez por Gay-Lussac, onde 100 kg de glicose rendem 51,1 kg de etanol e 48,9 kg de
diéxido de carbono (ILHA et al., 2008).

Figura 4.2 - Conversao estequiométrica da glicose a etanol e dioxido de carbono.

(Equacéo de GayLussac).

Glicose Etanol Di6xido de carbono
CsH1206 —> 2C>Hs0H + 2CO;
Fonte: llha et al. (2008).

A fermentacdo alcodlica é, portanto, um processo bioldgico conduzido pela levedura,
comumente a Saccharomyces cerevisiae, na forma unicelular com 2 a 8 micrOmetros de
diametro, cuja fisiologia e bioquimica tem sido negligenciada em favor de uma viséo fisico-
qguimica e mecanica do processo. Porém, trata-se de um organismo vivo, com maultiplas
habilidades metabdlicas, podendo alterar a estequiometria da fermentagdo em resposta a
alteracbes do meio, com grande impacto no rendimento do processo (LIMA, BASSO,
AMORIM, 2001). Estas se reproduzem basicamente por gemacdo (brotamento), em que a
célula mae, apés um periodo de unido entre os citoplasmas, da origem a uma nova célula
(STECKELBERG, 2001).

A cerveja é outro produto que depende intimamente das leveduras. A bebida pode ser
fabricada a partir de diferentes tipos de fermentacdo, mas as duas mais comuns sao as leveduras
de fermentacdo tipo ale (com diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae), ou de
fermentagdo tipo lager (Saccharomyces cerevisiae uvarum ou carlsberensis). A escolha de uma
ou de outra interfere no sabor final e na velocidade do processo: a primeira é de rapida
fermentacdo; e a segunda, de lenta (FIDALGO, 2013).

A principal rota metabolica envolvida na fermentacdo alcodlica em leveduras é a
glicolise (rota Embden-Meyerhof-Parnas ou EMP), através da qual uma molécula de glicose é
oxidada e duas moléculas de piruvato séo produzidas (MADIGAN, MARTINKO e PARKER,
2000).

Teoricamente, o rendimento é 0,511 para etanol e 0,489 para CO, em uma base massica,

utilizando como substrato uma hexose. Dois ATPs produzidos na glicélise sdo usados na
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conducéo da biossintese das leveduras, que envolve diversas biorrea¢des que requerem energia.
Portanto, a producdo de etanol esta fortemente relacionada com o crescimento das leveduras, o
que significa que leveduras devem ser produzidas como subproduto. Sem o consumo de ATP
pelo crescimento celular, o metabolismo glicolitico seria interrompido imediatamente, em razéo
do acumulo intracelular de ATP, que inibe a fosfofrutoquinase, uma das mais importantes
enzimas reguladoras da glicolise (BAl, ANDERSON, MOOYOUNG, 2008).

Além de etanol e gas carbobnico, varios subprodutos também séo produzidos durante a
fermentacao, sendo o glicerol, o principal deles. A formacao destes subprodutos, bem como o
crescimento celular, inevitavelmente direciona alguns intermediérios glicoliticos para as suas
correspondentes rotas metabdlicas, diminuindo o rendimento de producdo do etanol (BAI,
ANDERSON, MOO-YOUNG, 2008).

Durante o crescimento, as células utilizam os substratos para suprir duas necessidades
principais: acumular energia e produzir metabdlicos para formar novas células. As leveduras
podem obter energia através das vias respiratdria e fermentativa, sendo o etanol e o glicerol os
dois principais produtos gerados da fermentacao de glicose e galactose. A formacéo de produtos
gue levem a um rendimento positivo de ATP fornece aos microrganismos energia livre para
crescimento e também para manutencao dos processos intracelulares (KOK, 2012).

A fermentacdo alcoolica € a acdo de leveduras sobre acglcares fermentesciveis contidos
em uma soluc&o. E um processo bioldgico no qual a energia fornecida por reacdes de oxidaco
parcial pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e a oxidacdo parcial anaerdbia da
hexose na producdo de alcool e CO2 (LIMA, MARCONDES, 2002). A transformacdo da
sacarose em CO; envolve 12 reacOes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma
enzima especifica. Tal aparato enzimatico encontra-se confinado no citoplasma celular, sendo,
portanto, nessa regido da célula que a fermentacdo alcodlica se processa (LIMA, BASSO,
AMORIM, 2001).

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH, oxigenacéo,
nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbioldgicos (espécie, linhagem e
concentragéo da levedura, contaminacdo bacteriana), afetam o rendimento da fermentacdo e a
eficiéncia da conversdo de acucar em etanol (LIMA, BASSO, AMORIM, 2001). Durante a
fermentacdo, a levedura pode estar exposta a varios fatores estressantes. Dentre esses fatores,
0s mais frequentemente mencionados sdo os altos teores alcodlicos, a temperatura elevada, a

acidez do meio (inclusive no tratamento acido), a presenca de sulfito, a contaminacao bacteriana
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e, mais raramente documentada, a contaminagcdo com leveduras ndo Saccharomyces
(PACHECO, 2010).

4.3.2. Cinética de fermentacéo

Conforme Viegas (2003), o estudo cinético relacionado aos processos microbianos tem
como intuito quantificar a taxa de crescimento celular, de consumo de substrato e a formacao
de produtos, assim como avaliar a influéncia de alguns fatores externos sob estes parametros.
Na fermentagcdo alcodlica, por exemplo, pode-se projetar adequadamente uma unidade
industrial de producéo de etanol a partir da anélise destes parametros cinéticos.

Hiss (2001) relata que o estudo cinético tem inicialmente como objetivo a analise da
evolucdo dos valores de concentracdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo em
funcéo do tempo do processo fermentativo. Estes componentes referem-se ao microrganismo
(ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabolitos) e os nutrientes ou substratos que
compdem o meio de cultura. Tais valores experimentais de concentracdo (X, P e S
respectivamente), quando representados em funcdo do tempo, permitem os tracados das curvas
de ajuste, que séo indicadas por X = X(t), P = P(t) e S= S(t). A Figura 4.3 é a representacdo
classica dos perfis das concentracdes de substrato, produto e células em funcdo do tempo de

fermentacao.
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Figura 4.3 - Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de
fermentacdo, onde X, P e S s&o as concentragdes de microrganismo, do produto e do substrato

residual no meio, respectivamente.

/"/ ‘
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Fonte: Hiss (2001).

A partir dessas curvas € possivel calcular as velocidades especificas de crescimento

celular (ux), de consumo de substrato (us) e formacéo de produto (up) através das tangentes.

4.4. Maturagdo e clarificagdo

Apos a retirada da levedura, acontece a diminui¢do de temperatura no tanque iniciando
assim a fase de maturacdo. Ocorrem importantes reacdes fisico-quimicas de transformacéo do
aspecto visual da bebida além da producdo de aromas e sabores caracteristicos. Essa etapa é
considerada por muitos cervejeiros como a fase de “afinamento” de “acabamento” da cerveja
(MORADO, 2009). A etapa de maturacédo corresponde a reducéo da temperatura, normalmente
a 0°C sendo mantida durante 2 a 4 semanas. Caso haja presenca de extrato fermentescivel
residual na cerveja, este continua a ser fermentado nessas condi¢fes, porem de forma mais
lenta, sendo esse processo denominado fermentagdo secundaria.

Os principais objetivos da maturagédo sdo a reducdo da concentracdo dos compostos de
sabor indesejavel na cerveja, a saturacdo do produto final com CO2 e a remogdo dos
componentes responsaveis pela turbidez (CARVALHO; BENTO; ALMEIDA e SILVA, 2007).

De acordo com esses autores, apos 0 processo fermentativo (fermentagdo/maturacao) a cerveja
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ainda ndo estd pronta para 0 consumo e requer varios tratamentos antes de ser engarrafada.
Logo, em uma Ultima etapa, a cerveja maturada podera passar por até seis tratamentos: a)
carbonatacdo; b) modificacdo de sabor; c) padronizacéo da cor; d) estabilizagé@o contra turvacéo;

e) clarificacao; f) estabilizacdo bioldgica.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. As matérias primas

51.1. Mel

O mel florada silvestre foi adquirido através de uma Cooperativa de Apicultores

localizada no municipio de Inhambupe-BA.

5.1.2. Mosto cervejeiro

Os ingredientes do mosto cervejeiro (malte pilsen, lapulo e levedura Ale — Fermentis S-
04), foram adquiridos em lojas especializadas em insumos cervejeiros (WE Consultoria e Bahia

Malte) e 0 mosto foi produzido segundo a metodologia de Carvalho (2009).

5.2.  Preparo e tratamento do mosto

A elaboragdo dos mostos com concentracdo de 16, 18, 20, 22 e 24 °Plato foi realizada
pelo preparo de um mosto base, ou seja, puro malte, com concentragédo aproximada de 11 °Plato
no final da etapa de fervura e foi adicionando mel para atingir as concentracdes. Para a
preparacdo do mosto base, foram realizadas as seguintes etapas:

Moagem do malte: foram moidos 8,8 Kg de malte em moinhos de dois rolos, com
objetivo de quebrar o grdo ao meio e com isso expor o amido presente no interior do gréo

(Figura 5.1), tornando mais fécil a extragdo desses agucares.
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Figura 5.1 - (A) Gréos de malte de cevada; (B) Grédos de malte moidos.

Fonte: O autor.

Mosturacdo: o malte moido (8,8 Kg) foi misturado a agua primaria (43,8 L) a 35 °C. A
operacdo foi conduzida em panelas com capacidade para 100 L aquecidas por chama, com
indicador de temperatura (termdmetro digital) (Figura 5.2).

Figura 5.2 - (A) Sistema de panelas utilizadas para a brassagem do mosto cervejeiro;

(B) Gréos de malte imersos em agua na panela de mostura.

—w

Fonte: O autor.

A temperatura variou de 35 a 75 °C. o pH inicial foi ajustado em 5,4 pela adi¢éo de
acido latico ou bicarbonato de amonio, a depender do tipo de ajuste necessario, e tamponado
com CaCL: na proporcao de 1,26 g/Kg do malte. O perfil de temperatura e tempo de ativacao
de cada enzima foi de 35, 45, 52, 62, 72, 75 °C, por 20, 10, 10, 20, 20, 5 minutos,
respectivamente. Conforme proposto por Carvalho e Zambiazi (2011), retratado na Figura 5.3.
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Figura 5.3 - Tempos e temperaturas utilizados na mosturacgao pelo processo de

infusao.
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Fonte: Adaptado de Carvalho e Zambiazi (2011).

No final da mosturacdo em 72 °C foi realizado o teste com solucdo de iodo 0,2 N a fim
de verificar a sacarificacdo do amido do malte. Apés a confirmacéo da completa hidrélise desta
macromolécula, pela auséncia da coloracdo roxo-azulada, caracteristica da reacdo com a
solucdo de iodo (em temperatura ambiente), a solucédo foi aquecida até 75 °C com o objetivo de
inativar as enzimas presentes.

Filtracdo: a filtracdo da mostura foi realizada passando todo conteddo da panela para
outra panela por meio de acdo da gravidade, essa segunda panela contém um fundo falso com
ranhuras (Tina de Filtracdo). A prdpria casca do malte serviu como camada filtrante, auxiliando
no processo, mostrado na Figura 5.4. Apos a filtracdo, a camada filtrante (casca de malte) foi

lavada com 18,6 L de 4gua (denominada agua secundaria) a 75 °C.
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Figura 5.4 - Mosto sendo transferido para a panela de filtracdo por a¢do da gravidade
e as cascas de malte atuando como agente filtrante.

Fonte: O autor.

Fervura: apos o processo de filtragdo, o mosto foi transferido para outra panela de
mesma capacidade das outras duas, também por acdo da gravidade. Essa panela foi aquecida
por meio de chama, e o mosto foi fervido por uma hora.

Decorrido os primeiros 15 minutos de fervura, foi acrescentado o lipulo em extrato
(responsavel pelo amargor da cerveja) na concentracdo de 0,10 g/L em relagcdo ao volume inicial
de fervura, como mostrado na Figura 5.5. Decorrido 45 minutos desde o inicio da fervura, foi
acrescentado o lupulo em pellets (responsavel pelo aroma da cerveja) na concentracéo de 0,82
g/L em relag&o ao volume inicial de fervura. O mosto foi mantido em fervura por 60 minutos,
permitindo uma evaporacdo maxima de até 20% do volume inicial.

O mosto entdo foi agitado em movimentos circulares no sentido horéario, até que se
forme uma espécie de ciclone no mosto, permitindo a precipitacdo de proteinas e polifendis,
formando o sedimento no fundo da panela (comumente denominado de trub pela industria).
Entdo o mosto foi resfriado até uma temperatura de 30 °C e aerado através de uma bomba de
CO.. Esse mosto entdo foi engarrafado em frascos de 1 e 2 L e congelados para posterior uso

nas fermentagoes.
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Figura 5.5 - Mosto sendo fervido e adicionado o lipulo em extrato.

[ l

Fonte: O autor

Para cada fermentac&o foi utilizado o mosto puro malte pronto e foi adicionado o mel
até que se atingisse a concentracao desejada (16, 18, 20, 22 e 24 °Plato). Para cada ensaio foram
preparados 300 mL de mosto utilizando um sistema que consistia em frascos de 500 mL
equipados com uma valvula de trava (airlock), utilizada para libertar o CO2 produzido a partir

da fermentacéo em trés repeticdes (Figura 5.6).

Figura 5.6 - Sistemas de fermentacdo em escala laboratorial.

Fonte: O autor.
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A inoculacio da levedura correspondeu a 10% do mosto (30 mL) contendo 108 cel/mL
e os frascos foram mantidos durante a fermentacéo alcodlica em duas condi¢des de temperatura,
uma a 15 °C e outra a 22 °C. Os sistemas de fermentacdo foram mantidos na incubadora de
demanda bioquimica de oxigénio (BOD) (marca Quimis Invernadora de Estufa, modelo
Q315M25) onde a temperatura foi estabilizada sem agitagcdo. O tempo total de fermentacgéo foi
10 dias (240 h).

5.3.  Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do mel, mosto puro malte e

cervejas.

No mel, mosto puro malte e cervejas fermentadas, foram realizadas as analises fisico-
quimicas em triplicata de umidade, cinzas, &cidos totais e inorganicos, solidos insollveis, Teste
de lugol e proteinas segundo o Instituto Adolfo Lutz (2008); aglcares redutores e carboidratos
totais segundo Nelson (1944) e Dubois et al. (1956), respectivamente; e determinacédo de pH e
teor de solidos soltveis (°Brix). Para 0 mosto cervejeiro, foram feitas avaliacdes em triplicata
de umidade, cinzas, acidos totais, inorganicos e organicos (acido citrico), proteinas segundo o
Instituto Adolfo Lutz (2008); agUcares redutores e carboidratos totais segundo Nelson (1944) e
Dubois et al. (1956), respectivamente; e determinacdo de pH e teor de sélidos soltveis (°Brix)
e a analise de cor para as amostras de cervejas segundo EBC (2005).

As determinac@es foram realizadas conforme a seguir:

5.3.1. Umidade

A umidade expressa, em percentagem, foi avaliada através da leitura do indice de
refracdo do mel a 20 °C e corrigido para a temperatura ambiente (28 °C), onde, numa escala
relaciona-se o indice de refracdo com a umidade, segundo Instituto Adolfo Lutz (2008). Para o
mosto e a cerveja, a umidade foi determinada através da secagem em estufa a 105 °C, até peso

constante, segundo Instituto Adolfo Lutz (2008).
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5.3.2. Cinzas

As cinzas foram determinadas a partir da incineracdo da amostra em mufla a 550°C
durante 4 horas. A metodologia utilizada foi de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008). Os

resultados foram expressos em porcentagem (m/m).

5.3.3. Acidez total titulavel

A determinacgéo de acidez pode fornecer um dado valioso na aprecia¢do do estado de
conservacao de um produto alimenticio. Um processo de decomposicdo seja por hidrélise,
oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a concentracdo dos ions de hidrogénio
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) A acidez total foi obtida pela técnica de acidez titulavel
com solugdes de alcali padrdo, com NaOH 1 M e utilizando a fenolftaleina como indicador
conforme estabelecido pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), podendo ser expressa em mL de

solucdo molar por cento ou em gramas do componente acido principal.

5.3.4. Sélidos soluveis (°Brix)

A leitura dos solidos soluveis totais foi realizada através do refratdbmetro portatil digital
Reichert tecnal AR-200, colocando aproximadamente 2 gotas da amostra no local indicado para

a leitura.

5.3.5. Teste de lugol

Esse teste pesquisa a presenca de amido e dextrinas no mel de acordo com Instituto
Adolfo Lutz (2008). A amostra foi misturada com agua, agitada, aquecida em banho Maria, e
em seguida foi resfriada & temperatura ambiente e adicionado solucdo de lugol. Na presenca de
glicose comercial ou xaropes de agucar, a solucgdo fica colorida de marrom avermelhada a azul.
A intensidade depende da qualidade e da quantidade das dextrinas ou amido presentes na
amostra fraudada (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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5.3.6. Proteina total

A analise de proteina total foi realizada segundo a metodologia de Kjeldahl conforme
estabelecido por Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem

massica (m/m).

5.3.7. Acucares redutores

A determinacdo de agUcares redutores pelo método de Somogyi-Nelson segundo Nelson
(1944) é baseada nas propriedades redutoras dos acgucares, pela reducdo do cobre, seguida da
formacdo de um complexo cobre-molibidato de arsénio quantificado colorimetricamente. Foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro Femto 600 plus em 540 nm. Os

resultados foram expressos em percentagem (m/v).

5.3.8. Acucares totais

Foi utilizado o método de Dubois et al. (1956), que se baseia na determinacdo de
acucares simples, polissacarideos e seus derivados havendo a reacdo dos mesmos com o0 acido
sulfurico, sendo que o fenol na presenca do acido € usado para microdeterminacao colorimétrica
quantitativa de agUcares e seus derivados metil, oligossacarideos e polissacarideos. Os teores
de aclcares totais foram determinados por espectrofotometria (Femto 600 plus) a um
comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos em percentagem (m/v).

5.3.9. Determinacéo de pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico utilizando-se um pHmetro e
bancada (Gehaka pg 1800) com calibracéo a 98% feita em solugéo tampéo de pH 4,0e 7,0, a
25 °C.
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5.3.10. Cor

A cor foi determinada pelo método espectrofotométrico com comprimento de onda de
430 nm segundo a metodologia da EBC (2005), utilizando o espectrofotdmetro (SHIMADZU
UV mini-1240).

5.4. Propagacao das leveduras

Foi preparada 100 mL de uma mistura de 16, 18, 20, 22 e 24 °Plato contendo mosto e
mel em frascos Erlenmayers de 125 mL. Foi entdo adicionadas 0,2 g da respectiva levedura
liofilizada para a propagacdo em agitador rotatério Shaker (Tecnal TE-420) nas condicdes de
15 e 22 °C, 150 rpm durante 24 h, onde no final desse periodo foi feito a contagem celular em
camera de Neubauer. Essa contagem tem que atingir no minimo 108 células/mL. Caso contrério,

acrescenta-se mais 24 horas. A propagacéo foi realizada em trés repeticoes.

5.5. Acompanhamento das fermentacdes

Em cada periodo de 12 horas, foi feito uma amostragem asséptica para avaliar 0s
parametros de fermentacdo e crescimento, utilizando um sistema tipo sonda e seringa. Para
contagem de células e viabilidade celular utilizou-se uma camara Neubauer e microscopio BEL
Photonics; e monitorizacdo da concentracdo de sélidos sollveis (°Brix) num Refratdmetro
portatil digital (Reichert Tecnal AR-200).

5.5.1. Concentracéo celular e viabilidade celular

A determinacdo da concentracgdo celular (cel/mL) foi realizada em cAmara de Neubauer
(1/400 mm? x 1/10 mm) e para determinacéo das células viaveis e ndo viaveis, utilizou-se o
Método Internacional de Coloragdo, utilizando azul de metileno segundo ASBC (1996). A

viabilidade celular foi calculada a partir da Equacao 1.
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namero de células viavéis

namero de células totais

Viabilidade Celular (%) = ( ) x 100 (Eq. 1)

5.5.2. Teor de etanol e extrato aparente

O teor de etanol (% v/v), extrato aparente (g/L) foram determinados através do
densimetro de bancada (marca Rudolph Research Analytical, modelo DDM 2911).

Para a transformacéo do teor de etanol (% v/v) para g/L utilizou-se a Equacéo 2.

Etanol (%) = Etanol (% E)x 0,789x p Eqg. 2
Para a transformacédo do teor de extrato aparente de °P para concentracdo em g/L,
utilizou-se a Equagao 3.

Ext.ap. (%) = Ext.ap.(°P)x10x p Eq. 3

Onde: 0,789 g/mL é a densidade do etanol a 20°C e p ¢ a densidade do mosto (g/mL).

5.6. Determinagéo de parametros fermentativos

Os parametros fermentativos foram determinados conforme descrito abaixo:

Os parametros, produtividade volumétrica etanol (Qp, g/L.h) e o rendimento em etanol
(Yp/s, g/g) foram calculados de acordo com Borzani (1986) e Moser (1988) de acordo com as
equacoes 4.

1- Fator de conversdo substrato em etanol

o= (1) E

2- Produtividade volumétrica em etanol

&= (Z2)  (Eas)

Tf-Ti

Onde: Si e Sf: Concentragédo aparente inicial e final respectivamente (g/L); Pi e Pf:
Concentracdo de etanol inicial e final respectivamente (g/L); Ti e Tf : Tempo inicial e tempo

final de fermentacéo (h).
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3- Grau Aparente de Fermentacdo (GAF)

extrato aparente inicial—extrato aparente final

GAF (%) = ( )x100  Eq.6

extrato aparente inicial

4- Velocidade especifica de crescimento celular.
=3 (%) Ew7)

5- Velocidade especifica de consumo de substrato.
is = (=) (Eq.8)

6- Velocidade especifica de formacdo de produto

w=G(%) (Eq9)

Onde: dx é a derivada no ponto da concentracéo celular inicial e final respectivamente;
ds é a derivada no ponto da concentracdo de substrato inicial e final respectivamente; dp é a
derivada no ponto da concentracdo de etanol inicial e final respectivamente; dt é a variacdo de

tempo inicial e tempo final de fermentacéo.

5.7.  Andlise estatistica dos dados fermentativos

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados
como média + desvio padrdo (DP). Realizaram-se ainda analises de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre as médias dos resultados
fermentativos obtidos das diferentes formulagdes do mosto, usando o programa SISVAR (5.0).

Diferencas entre as médias no nivel de 5% (p < 0,05) foram consideradas significativas.

5.7.1. Analise estatistica dos dados da caracterizacao fisico-quimica das

amostras de cerveja

Toadas as analises das amostras de cerveja foram realizadas em triplicata, e todos 0s

resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). Para as analises do mosto,
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foram realizadas ainda analises de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar
diferencas significativas entre as médias dos resultados obtidos das diferentes formulagdes,
usando o programa SISVAR (5.0). Diferencas entre as médias no nivel de 5% (p < 0,05) foram

consideradas significativas.

5.8. Producéo da cerveja em escala piloto

Foram produzidas duas cervejas na Planta Piloto do Laboratério de Fermentacdo da
Universidade Estadual de Feira de Santana - BA, uma com a menor concentragéo inicial de
mosto (16°Plato) e a outra com a maior concentracdo (24°Plato), seguindo o que foi descrito

no item 5.2.

Figura 5.7 - Planta piloto do Laboratério de Fermentagdo da UEFS — BA.

Fonte: O autor.

5.9. Andlise sensorial

A analise sensorial das cervejas produzidas em escala piloto, nos experimentos
otimizados, foram realizadas por Teste de Preferéncia do tipo Comparacdo Pareada e Teste de
Aceitacdo com escala hedénica estruturada de nove pontos, segundo Mellgaard; Civille; Caar,

1999. Os resultados foram processados estatisticamente de acordo com Carneiro; Minin, 2006.

Os testes estatisticos foram realizados com o publico universitario, na faixa etaria de 18

a 50 anos, no laboratério de analise sensorial da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os
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testes sensoriais foram feitos com as duas cervejas experimentais otimizadas. No teste de
aceitacdo as amostras foram apresentadas aos julgadores de forma monédica e sequencial. Ja
no teste de preferéncia as amostras foram apresentadas aos julgadores aos pares. Todas as
amostras foram balanceadas. No convite ao teste sensorial, foi pedido como pré-requisito aos
provadores, serem maiores de 18 anos e gostarem de cerveja. O modelo das fichas utilizadas
nos testes de aceitagdo e de preferéncia se encontram nas Figuras 5.7 e 5.8 respectivamente.

Figura 5.7 - Ficha utilizada nos testes de preferéncia com escala hedonica estruturada de

9 pontos.

Nome: Idade:

Avalie a amostra codificada de cerveja e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé
gostou ou desgostou da amostra.

( ) — gostei muitissimo (adorei)

( ) — gostei muito

( ) — gostei moderadamente

( ) —gostei ligeiramente

( ) — nem gostei / nem desgostei

( ) —desgostei ligeiramente

( ) — desgostei moderadamente

( ) — desgostei muito

( ) — desgostei muitissimo (detestei)

Comentarios:

Amostra:

Fonte: O autor.

Figura 5.8 - Ficha utilizada nos testes de aceitagcdo do tipo comparagédo pareada.

Nome: Idade:

Por favor, prove da esquerda para a direita as duas amostras codificadas de cerveja e faca
um circulo na amostra de sua preferéncia.

Comentarios:

Fonte: O autor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Caracterizagdo do mel

A caracterizagdo fisico-quimica do mel fornece um conhecimento prévio do teor de
acucares e a pureza da matéria prima. Neste trabalho, que tem como objetivo a aplicacdo
biotecnoldgica do mel para aumentar a concentracdo de agucares do mosto cervejeiro, fez-se
necessario conhecer sua principal composicdo, até mesmo para posteriores correcfes, caso
houvesse necessidade.

A Tabela 6.1 apresenta os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica do mel de
abelhas (Apis melifera) que sera utilizado como adjunto de malte na producédo de cervejas ndo
convencionais, esses valores foram comparados com o que € dito como padrao pela legislacédo

brasileira.

Tabela 6.1 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel e recomendacéo da legislacao

brasileira.
PARAMETRO RESULTADO LEGISLAQAO
BRASILEIRA
Umidade (%) 19,04 £ 0,267 <20
Solidos Solaveis (°Brix) 80,00 £ 0,133 NA
Proteina Bruta (g/100g) 5,08 + 0,452 NA
Lipidios (g/100g) 0,15 + 0,007 NA
Acidez Livre (meg/Kg) 38,48 + 0,422 <50
Acidez Lactonica (meg/Kg) 4,985 + 0,398 <10
Acidez Total (meg/KQ) 43,55 + 0,434 <50
Acucares Redutores (g/1009) 87,73 £ 3,376 > 65
Acucares Totais (g/1009) 88,23 £ 0,059 NA
pH (adimensional) 3,84 £0,011 (entre 3,3 e 4,6)
Cinzas (%) 0,12 £ 0,017 <0,6
Amido AUSENTE AUSENTE

Notas: os valores sdo apresentados com média * desvio padrdao e comparados com os limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira.
Fonte: O autor.



60

A umidade no mel é, sem ddvida, uma das caracteristicas mais importantes, por
influenciar na sua viscosidade, no seu peso especifico, na sua maturidade, cristalizacéo e no seu
sabor, interferindo na sua conservacdo e palatabilidade (SEEMANN e NEIRA, 1988). A
umidade encontrada na amostra analisada obteve média de 19,04%. A umidade do mel é
influenciada pela concentracao de extrato (°Brix). Quanto maior for a concentragdo de agucares,
menor serd seu teor de umidade. A umidade encontrada na amostra de mel analisada esta de
acordo com o esperado e dentro do padrdo determinado pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2000).

O mel analisado apresentou teor de solidos soluveis igual a 80,00 °Brix (Tabela 6.1),
apresentando uma grande quantidade de acgucares potencialmente adequada para 0 processo
fermentativo da cerveja, entre outros fatores, os solidos solUveis sao indicativos da evolucdo da
maturacdo dos méis. A legislacdo vigente ndo determina um valor padrdo para este parametro,
porém, quando comparado a outros trabalhos, este apresentou valores menores, como Silva;
Queiroz e Figueiredo (2004), que encontraram entre 76,07 a 80,80 °Brix, analisando méis de
Apis, originarios do estado do Piaui. O valor médio encontrado por Silva et al. (2009), foi de
83,28 °Brix. Em analise de 15 amostras provenientes de diferentes cidades do estado de Goias,
a media encontrada foi de 81,04 °Brix, sendo 0 maior e 0 menor resultado encontrado de 85 e
78,3 °Brix, respectivamente (SILVA et al., 2003). A leitura do °Brix é um pardmetro utilizado
como medida indireta do teor de acglcares, uma vez que a medida que o teor de aglcares
aumenta, ocorre simultaneamente uma elevacéo do teor de sélidos soltveis.

E importante destacar que acidez é resultante dos &cidos organicos, que por sua vez tém
influéncia na cor, sabor, odor e qualidade. Os acidos organicos, sdo importantes ndo somente
por contribuir para o sabor e o0 aroma da cerveja, mas também por influenciar no pH de forma
gue um decréscimo durante a fermentacdo afeta as propriedades da cerveja. O teor médio de
acidez das amostras foi de 43,55 meq/Kg (Tabela 6.1), resultado esse que se encontra abaixo
do limite maximo da legislacdo para meis, que é de 50 meq/kg, porém apresentaram-se bem
acima dos valores encontrados por Brunelli (2012), com valor médio de 16,36 meg/kg em mel
de laranjeira e Mansano (2010), cujos valores médios de acidez total foram de 29,1 meg/kg
para mel de laranjeira, 17,7 meqg/kg para mel de eucalipto e 19,0 meg/kg para mel silvestre.

Os valores de acidez livre (38,48 meq/kg) e lactbnica (4,98 meqg/kg) apresentaram de
acordo com a legislagcéo brasileira (BRASIL, 2000), e comparando-se com o0s resultados

encontrados por Silva e Bandeira (2012), que analisaram mel de Apis mellifera e encontraram
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valores de acidez livre, lactonica e total de 33,65 mEqg/kg, 8,57 mEq/kg e 42,22 mEqg/kg,
respectivamente, valores proximos aos do presente estudo.

O mel é constituido por cerca de 181 substancias, sendo uma mistura complexa de
carboidratos, dos quais os agucares redutores, frutose e glucose, sdo o0s principais constituintes
(85-95%) (GOMES, 2010). O conteudo de agUcares redutores obtido na amostra de mel
analisada obteve média de 87,73 g/100g (Tabela 6.1). As normas nacionais estabelecem minimo
de 65%, entdo, o resultado obtido encontra-se dentro dos parametros de qualidade exigidos para
o mel de Apis melifera. Segundo Gleiter, Horn e Isengard, (2006), os teores de agucares
redutores podem chegar a corresponder a 80% da quantidade total de acucares do mel. A
quantidade e os tipos de agucares (como frutose, glicose, maltose, tetralose) sdo responsaveis
por determinar varios fatores como a viscosidade, cristalizacdo, densidade, entre outros
(BAREZ et al., 2000). O valor para agucares totais encontrado foi de 1104,23 mg/L (Tabela
6.1), a legislagdo brasileira ndo determina um valor minimo ou maximo para essa analise,

O pH é considerado como um importante fator antimicrobiano que promove estabilidade
ao produto quanto ao que se refere ao desenvolvimento de microrganismos. O valor médio de
pH obtido foi de 3,84 (Tabela 6.1). A Instrucdo Normativa n°® 11 (BRASIL, 2000), especifica
que o pH deve estar entre 3,3 e 4,6. Portanto, os valores de pH determinados estdo de acordo
com norma vigente. Estes valores de pH demonstram que o mel é caracterizado como acido,
sendo que esta acidez contribui para a conservacdo do mel e impede a proliferacdo de
microrganismos patogénicos e deteriorantes (OSACHLO, 2004). Segundo Moura (2010), a
acidez é extremamente importante, também, para a textura, a estabilidade do mel e por realcar
seu sabor. O pH (concentracdo de ions H+ em solu¢do) pode influenciar na formacdo de outros
componentes do mel, como na velocidade de producdo do HMF (hidroximetilfurfural). Todos
0s méis sdo acidos e o pH é influenciado pela origem botanica, concentracdo de diferentes
acidos e pelo calcio, sodio, potassio e outros constituintes das cinzas (SILVA e BANDEIRA,
2012).

O teor de cinzas obtido na amostra de mel analisada foi de 0,12 % (Tabela 6.1). Como
as normas nacionais estabelecem maximo de 0,6 %, ent&o, o resultado obtido encontra-se dentro
dos parametros de qualidade exigidos para o mel. O teor de cinzas expressa a riqueza do mel
em minerais e constitui um parametro bastante utilizado nas determinagdes que visam verificar

sua qualidade. Os sais minerais encontrados no mel podem ser modificados por fatores
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relativos, ao clima, solo, a flora botanica e manuseio do apicultor (SILVA et al., 2009;
SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).

O contetido mineral no mel, também, considerado como um critério de qualidade, € um
importante indice para avaliar uma possivel poluicdo ambiental e indicar a origem botanica dos
méis (SILVA et al., 2009; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2009). Os minerais influenciam
diretamente na coloracdo do mel, de 0,04% m/m para méis claros até 0,6% m/m para 0s escuros
(MENDES, 2003), porém, a legislacao nacional (BRASIL, 2000) estabelece um teor de cinzas
no mel de no maximo 0,6% m/m. A legislacdo internacional (CODEX, 2001) ndo estabelece
valores para este parametro.

Em funcéo do alto valor comercial e dificuldade da producdo do mel, este, tende muitas
vezes ser alvo de recorrentes tentativas de fraudes e adulteracdo, sendo que as adulteragdes mais
comuns e recorrentes ocorrem pela adicdo de xaropes com baixo custo comercial, neste sentido,
testes adicionais foram realizados para comprovar a pureza e procedéncia do mel utilizado.
Como o resultado do teste foi negativo, isso indica que o mel ndo foi adulterado. Este teste é
um indicador de adulteracéo, pois quando ha adi¢do de amido ocorre uma reacao gque apresenta
mudanca de coloracdo, pois 0 amido reage com o iodo formando um complexo vermelho-

violeta indicando adulteracdo no mel (DIAS et al., 2009).

6.2. Caracterizacdo do mosto cervejeiro

A caracterizacdo do mosto foi feita segundo a metodologia descrita pelo instituto Adolfo
Lutz, 2008. E seus valores estdo apresentados na Tabela 6.2.

A umidade de uma cerveja é influenciada pela concentracdo de extrato (°Plato). Quanto
maior for a concentracdo do extrato do mosto, menor sera seu teor de umidade. A umidade
encontrada na cerveja analisada foi de 90,86% (Tabela 6.2), e esse valor estd de acordo o

esperado para uma cerveja puro malte com 11,00 °Plato.
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Tabela 6.2 - Caracteristicas fisico-quimica do mosto cervejeiro puro malte.

PARAMETRO RESULTADO
Umidade (%) 90,86 + 0,086
Solidos Soluveis (°Plato) 11,00 £ 0,010
Proteina Bruta (g/100g9) 1,60 + 0,169
Lipidios(g/100g) 1,90 £ 0,204
Acidez Total (meq/kg) 1,50 £ 0,005
Acucares Redutores (g/1009) 16,00 £ 0,050
Acucares Totais (g/1009) 21,41 £0,013
pH (adimensional) 5,00 £ 0,001
Cinzas (%) 0,19 + 0,050
Amido AUSENTE

Notas: os valores sdo apresentados com média + desvio padréo.
Fonte: O autor.

O valor de 11,00 °P indica de forma indireta a concentracdo de acUcares disponiveis na
solucdo do mosto para a levedura realizar as devidas conversdes em alcool, calor e dioxido de
carbono até consumir todo o substrato dito fermentescivel. De acordo com Brasil (2009), as
cervejas fabricadas com mostos a 12 °P sdo classificadas como comuns pela legislagdo
brasileira. Segundo Corazza (2001), o teor de s6lidos soltveis indica um teor aproximado de
acucar.

A proteina bruta da cerveja correspondeu a 1,60%. De acordo com Briggs et al. ( 2004)
ressaltam que o contetdo de nitrogénio total multiplicado pelo fator 6,25 é frequentemente
expresso como proteina. Normalmente as cervejas estdo na faixa de 0,11 - 0,63% de proteinas.
O valor encontrado estd muito acima da faixa apresentada pelos autores. O resultado para
lipidios totais foi 1,90%. Conforme Azeredo (1999), estes compostos participam de muitas
reacOes no metabolismo da levedura, por exemplo, contribuem na inibicdo da formacdo de
ésteres de acetato durante o processo fermentativo.

O resultado para acidez titulavel foi 1,5 meg/kg, sendo que o adequado era que ele
estivesse na faixa de 0,09-0,15 meqg/kg de acidez. E importante destacar que acidez é resultante
dos acidos organicos, que por sua vez tém influéncia na cor, sabor, odor e qualidade. Os acidos

organicos sao importantes ndo somente por contribuir para o sabor e o aroma da cerveja, mas
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também por influenciar no pH de forma que um decréscimo durante a fermentagdo afeta as
propriedades da cerveja.

O teor de acucares redutores é uma informacdo fundamental para que 0 mosto cervejeiro
possa ser preparado de forma correta, pois, serdo os agucares redutores que serdo convertidos
em alcool através da acdo das leveduras. O valor encontrado para essa analise foi de 16,00
9/100g e o valor encontrado para agucares totais foi de 21,41 g/100g (Tabela 6.2), Araujo
(2016), encontrou valor de 11,60 g/100g e 12,65 g/100g, respectivamente

A cerveja € um produto suavemente acido, de forma que o malte de cevada classica
possui pH na faixa de 4-5 e as tipo “ale” variam de 3-6. O pH da cerveja analisada foi 5, o que
adequado para uma cerveja tipo “ale”. Durante o processo fermentativo o pH diminui.
Conforme Kunze (2006), a faixa de pH ideal para um mosto é 5,3 — 5,5. Bamforth (2003)
também relata uma faixa com valores préximos a do autor citado, que € compreendida entre 5,2
- 5,5. O teor de cinzas da cerveja foi influenciado pelo extrato primitivo, normalmente cervejas
do tipo puro malte apresentam maiores teores de cinzas do que cervejas que utilizam adjuntos.

A etapa da mosturacdo tem como principal objetivo a conversao do amido do malte em
acucares menores (glicose, maltose e maltotrioses) através da ativacao das enzimas produzidas
durante a malteacdo. O amido € formado pela combinacdo da amilose com a amilopectina, que
sdo moléculas com alto peso molecular e podem sofrer reacdes de complexacdo, com formacao
de compostos coloridos. A ndo presenca de amido significa que todo ele foi convertido em
acucares menores, que é o desejavel para um mosto de boa qualidade. Residuos de amido nédo
degradado podem provocar problemas de fermentacdo, na filtracdo, turbidez e estabilidade
coloidal da cerveja pronta (Feistler, 2014).

6.3. Acompanhamento analitico da fermentacdo em escala laboratorial

Os dados de acompanhamento da fermentagdo: concentracdo celular e viabilidade
celular, consumo de substrato e producao de etanol, estdo descritos nas Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e
6.4, respectivamente. Producdo de Etanol (%v/v), Producdo de Etanol (g/L), Produtividade
Volumetrica — Qp (g/L.h), Fator de Conversdo de Substrato em Produto — Yp/s (g/L) e Grau
Aparente de Fermentacdo — GAF (%) estdo descritos nas Tabelas 6.3 e 6.4.
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6.3.1. Crescimento e viabilidade celular

Conforme a representagcdo grafica da Figura 6.1, quanto a concentracdo de células
viaveis e viabilidade celular em funcdo do tempo na fermentacdo conduzida a 15 °C, foi
possivel observar que ndo ocorreu a fase lag ou de laténcia, que é a etapa de adaptacgdo. Isso
pode ser explicado por conta da etapa de propagacdo da levedura. Onde nessa etapa que
antecede a inoculacdo, a levedura consegue se adaptar as condi¢des de nutrientes do meio
reacional de cada concentracéo.

A fase logaritmica ou exponencial, etapa na qual o crescimento celular € mais
expressivo, logo, o consumo do substrato e formacdo do produto (etanol) é maior. A
concentracdo maxima de células em todas as concentragdes foi atingindo no tempo de 48 a 72
horas, chegando a 1,1x10% Cel/mL na concentracdo de 16 °Plato, 1,3x10% Cel/mL na
concentragéo de 18°Plato, 1,25x108 Cel/mL na concentracéo de 20 °Plato, 1,22x10® Cel/mL na
concentragdo de 22°Plato e 1,17x108 Cel/mL na concentragdo de 24 °Plato (Figura 6.1).

Apds a concentracdo maxima das leveduras, ocorreu imediatamente a fase de declinio
celular ou lise celular, isso deve-se a deficiéncia de nutrientes ou até mesmo aos efeitos da alta
concentracdo de etanol. Briggs et al. (2004) relataram que o0 aumento da concentragdo de
adjunto pode reduzir o teor de nitrogénio soltvel e o nitrogénio amino livre, assim como
algumas substancias inorganicas a um nivel que o crescimento da levedura possa ser
prejudicado. Com 0 acompanhamento do crescimento celular, ndo foi observado este problema,
podendo-se entender que mesmo com um aumento expressivo da concentracdo, 0S
componentes necessarios para o crescimento celular ndo foram reduzidos a niveis que
prejudicassem o desenvolvimento das leveduras. No entanto, interferiu na viabilidade celular,
visto que, a mesma reduziu de acordo que a concentra¢do do mosto foi aumentada. Pavlak et
al. (2011) ressaltaram que o conteudo mineral do mosto € um dos fatores que pode influenciar
a viabilidade celular.



Figura 6.1 — Perfis de concentracdo células em suspensdo (Cél/mL) (o) e de viabilidade
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celular (%) (=) nos seguintes mostos: (A) 16°P, (B) 18°P, (C) 20°P, (D) 22°P e (E) 24°P, em

funcdo do tempo (h), numa fermentacéo conduzida a 15°C.
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Apos as celulas atingirem o crescimento maximo, observou-se que se deu o inicio do
processo de declinio ou lise celular, que de acordo com Boulton e Quain (2001), deve-se a
deplecéo dos nutrientes ou até mesmo aos efeitos toxicos do etanol. Como as amostras com
maior concentracdo produzem uma maior quantidade de produtos (etanol e CO>), explicasse o
fato das amostras com maior concentracdo possuirem uma menor viabilidade celular no
decorrer da fermentacdo, devido a esse efeito toxico do etanol.

Os valores de viabilidade foram elevados ao longo de toda a fermentacdo conduzida a
temperatura de 15 °C. Nas primeiras 72 h de fermentacdo dos mostos com 16, 18, 20, 22 e 24
°Plato, estes valores encontravam-se respectivamente nas seguintes faixas: 98 — 97%; 95— 97%;
96 — 93%; 97 — 94% e 92 — 96% (Figura 6.1). Sendo que no final da fermentacédo (240 h), as
porcentagens de células viaveis foram respectivamente: 94%; 84%; 91%; 78% e 72%. Tal
decréscimo pode ser explicado devido a toxicidade do etanol, que € um dos principais fatores
que causam instabilidade no processo fermentativo (MOREIRA et al., 2013), e também a
reducdo de substrato disponivel (CARVALHO e ZAMBIAZI; 2011). Eblinger e Narzib (2012)
relataram que as leveduras podem desenvolver um padrdo ideal (viabilidade > 95%). Isso
depende conforme Guido et al. (2004), do estado fisiologico que se refere ndo apenas a
multiplicagdo, mas a sua atividade metabdlica e ao meio onde se encontra.

Quanto a concentracdo de células viaveis em funcdo do tempo na fermentagdo
conduzida a 22 °C, como mostrado na Figura 6.2, observa-se, que assim como a fermentacéo
conduzida a 15 °C, as leveduras também ndo precisaram de uma fase de adaptacéo.

A diferenca desse perfil de fermentacdo, é que a concentracdo maxima celular foi
atingida em menos tempo (entre 24 e 48 horas), chegando a 1,0x108 Cel/mL na concentrago
de 16 °Plato, 7,5x10 Cel/mL na concentragdo de 18 °Plato, 6,0x10” Cel/mL na concentracéo
de 20 °Plato, 1,05x108 Cel/mL na concentracdo de 22 °Plato e 8,0x107 Cel/mL na concentracéo
de 24 °Plato (Figura 6.2). Ap0s isso, ocorreu a lise celular.

A diferenca visivelmente entre as duas condicdes de fermentacdo (15 e 22 °C), foi no
tempo em que se atingiu a concentracdo maxima de células em suspensédo. Verifica-se que o
aumento da temperatura de fermentacdo permite atingir a maxima concentragdo de células em
suspensdo em um menor tempo (entre 24 e 48 horas). Carvalho (2009); Engasser et al. (1981)
e Marc et al. (1983) observaram que a diminuicdo da temperatura de fermentacdo diminui a
velocidade inicial de crescimento, retarda o comego da floculagdo celular e diminui a

velocidade desta floculacéo.



Figura 6.2 — Perfis de concentracdo células em suspensdo (Cél/mL) (o) e de viabilidade
celular (%) (=) nos seguintes mostos: (A) 16°P, (B) 18°P, (C) 20°P, (D) 22°P e (E) 24°P, em

funcdo do tempo (h), numa fermentacéo conduzida a 22°C.
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Outra diferenca estd na concentracdo méaxima celular atingida, onde na primeira
condigdo se atingiu um maior numero de células em todas as amostras, divergindo do que foi
observado por Carvalho (2009) para leveduras lager. O que significa dizer que o aumento da
temperatura de fermentacédo teve uma influéncia negativa no desenvolvimento das leveduras, o
que também pode ser observado através dos perfis de viabilidade celular, onde, comparado com
esses perfis com a fermentagdo conduzida a temperatura menor, tiveram uma performance bem
inferior. Conforme Lima et al.(2009), a temperatura € indiscutivelmente um dos parametros
mais importantes que afetam a fermentacéo, ela influencia no metabolismo da levedura e na
producdo de compostos volateis.

Os valores de viabilidade foram elevados ao longo de toda a fermentacdo conduzida a
temperatura de 22 °C. Nas primeiras 48 h de fermentacdo dos mostos com 16, 18, 20, 22 e 24
°Brix, estes valores encontravam-se respectivamente nas seguintes faixas: 95 — 91%; 89 — 94%;
87 — 58%; 85 — 90% e 93 — 91% (Figura 6.2). Sendo que no final da fermentacdo (240 h), as
porcentagens de células vidveis foram respectivamente: 50%; 51%; 52%; 58% e 50%. Segundo
Fidelis, et al. (2016), temperaturas muito quentes ou muito frias conseguem reduzir o
crescimento da levedura, existindo uma temperatura minima e maxima para sua sobrevivéncia.
O aumento gradativo da temperatura provoca uma elevacdo na velocidade das reacGes quimicas

e enzimaticas da levedura

6.3.2. Consumo de substrato x producéo de etanol

Na Figura 6.3, o comportamento da fermentagdo conduzida a 15 °C, verificou-se
auséncia da fase lag (adaptacdo ao meio), mesmo com o meio muito concentrado (variando de
167,3 g/L até 258,6 g/L), visto que, o consumo de extrato e producdo se deu de imediato na
fermentacdo, ao contrario do observado por Carvalho (2009), onde nas primeiras horas de
fermentagdo quase n&o houve consumo de substrato em mosto com contracdo alta (176,4 g/L).
A medida que o processo fermentativo ocorre ha um aumento da concentracdo de etanol a
medida que a concentracdo de substrato diminui. Comparando os perfis de fermentacao de cada
concentracdo, pode-se observar que a concentracdo que mais produz etanol é a amostra E
(24°Plato), como ja era de se esperar, visto que maior a concentracdo de acurares, maior a

producdo de etanol. Também foi o grafico que possui 0 melhor perfil de fermentagéo, pois tem
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a maior queda de concentracdo de substrato e 0 maior aumento na concentracdo de etanol em

um menor tempo.

Figura 6.3 — Perfis de concentracdo de substrato (g/L) (m) e de concentragdo de etanol (g/L)

(m), em funcédo do tempo, na fermentacdo conduzida a 15 °C.
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Figura 6.4 - Perfis de concentragdo de substrato (g/L) (m) e de concentragdo de etanol (g/L)

(m), em funcédo do tempo, na fermentacdo conduzida a 22°C.
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A Figura 6.4 mostra o comportamento da fermentacdo conduzida a 22 °C, onde mostra

um comportamento bem parecido com a condigéo anterior (Figura 6.3). A Figura 6.4-E (24 °P),

foi a que apresentou a maior angulacao.
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Essa maior angulacdo dos graficos pode ser explicada por uma maior velocidade na
queda de substrato, consequentemente, um maior aumento na formacéo de produto (etanol),
evidenciando uma maior velocidade de consumo de substrato e formacao de produto. Segundo
Costa (2017) temperaturas mais elevadas aceleram o metabolismo fermentativo das leveduras.
Entdo, visto isso, a amostra E, foi a que apresentou maior desempenho em relacéo a velocidade

de convers&o de substrato em produto.

6.3.3. Parametros fermentativos em escala laboratorial a 15 °C.

Com relagdo aos parametros fermentativos apresentados na Tabela 6.3, com a
fermentacdo conduzida na temperatura de 15 °C, pode-se observar que a medida que a
concentracdo inicial dos mostos aumenta, a quantidade de produto (etanol em % e g/L) no final
da fermentagdo aumenta proporcionalmente. O mesmo ocorre com a Produtividade
Volumétrica (Qp), na qual verifica-se que quanto maior é a concentragdo inicial do mosto,
maior sera a produtividade volumétrica, sendo a amostra E a que apresentou maior valor de Qp
(0,34 g/L.h) e maior formacéo de etanol (11,03% e 78,16 g/L).

Em relacdo ao Fator de Conversdo de Substrato em Produto (Yp/s), as amostras nao
apresentaram diferenca significativa, contudo, a amostra A foi a que apresentou maior valor
(0,42 g/g). Este resultado foi superior ao rendimento (Yp/s), proximo de 0,40 g/g, obtido por
Dragone (2002), utilizando mostos concentrados. Vale ressaltar que esse valor de Yp/s nunca
deve ser superior a 0,511, pois esse é o valor maximo que uma levedura Saccharomyces
cerevisiae consegue converter agucares em etanol.

O Grau Aparente de Fermentacdo (GAF) ou atenuacdo aparente aconteceu apds 240
horas de fermentacdo em ambas amostras, mantendo a temperatura em 15 °C. O GAF de todas
as amostras foi considerado muito bom. Sendo o valor na amostra A de 89,32%, na amostra B
de 91,93%, na amostra C de 90,38%, na amostra D de 87,82% e na amostra E de 82,14%.
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Tabela 6.3 - Valores dos parametros fermentativos numa fermentacdo conduzida a
15°C. Etanol (%v/v), Etanol (g/L), Produtividade VVolumétrica — Qp (g/L.h), Fator de

Conversdo de Substrato em Produto — Yp/s (g/g) e Grau Aparente de Fermentacdo — GAF
(%). Amostra A (16 °P), amostra B (18 °P), amostra C (20 °P), amostra D (22 °P) e amostra E

(24 °P).

Amostra

A
B
C
D

E

Etanol (%
VIV)
7,932 £ 0,04

8,88° + 0,05
9,95¢ + 0,14
10,759+ 0,14
11,039+ 0,30

Etanol (g/L)

61,382+ 0,35
68,67° + 0,41
76,22+ 1,13
82,68 + 1,14
85,909 + 2,38

Qp (g/L.h)

0,27° + 0,00
0,20% £ 0,00
0,33°+0,01
0,36° £ 0,01
0,379+ 0,01

Yp/s (9/9)

0,42° 0,00
0,40% + 0,00
0,41° +0,00
0,41° +0,00
0,41° + 0,00

GAF (%)

89,18° + 0,60
91,939+ 0,25
90,38° + 0,65
87,82° + 1,80
82,142 + 2,64

Notas: Dados apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). Valores sequidos da mesma letra, na mesma
coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor.

6.3.4. Parametros fermentativos em escala laboratorial a 22 °C.

Com relacdo aos parametros fermentativos da Tabela 6.4, onde a fermentacdo foi

conduzida a 22 °C, pode-se observar que a fermentacdo teve o0 mesmo comportamento da

fermentacdo conduzida a 15 °C, onde a que teve maiores valores foi a amostra E (24°P), isso

para a concentracdo de etanol (10,94% e 85,90 g/L) e para o Qp (0,37 g/L.h). Em relagéo ao

Yp/s, os valores foram bem proximos entre si (0,40 - 0,41 g/g), e ndo teve diferenca

significativa.

A atenuacdo aparente aconteceu apos 240 horas (10 dias) de fermentacdo em ambas

amostras, mantendo a temperatura em 22 °C. O GAF de todas as amostras foi considerado muito

bom. Sendo esse valor na amostra A de 88,79%, na amostra B de 91,22%, na amostra C de

92,39%, na amostra D de 89,63% e na amostra E de 84,89%.

Comparando as duas temperaturas (de 15 e 22 °C) de fermentacdo em relacdo aos

parametros fermentativos, verificou-se que os valores foram bastante semelhantes.
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Tabela 6.4: Valores dos parametros fermentativos numa fermentacéo conduzida a 22
°C. Etanol (%v/v), Etanol (g/L), Produtividade Volumétrica — Qp (g/L.h), Fator de Conversdo

de Substrato em Produto — Yp/s (g/g) e Grau Aparente de Fermentacdo — GAF (%). Amostra
A (16 °P), amostra B (18 °P), amostra C (20 °P), amostra D (22 °P) e amostra E (24 °P).

Amostra Etanol Etanol (g/L)  Qp (g/L.h) Yp/s (9/9) GAF (%)
(% viv)
A 7,53+ 0,01 59,40°+0,06 0,27°+0,00 0,41°+0,00 88,04°+0,51
B 8,64°+ 0,14 68,20°+ 1,08 0,20°+0,00 0,41°+0,00 89,41°+ 2,83
C 9,82°+0,26 76,22°+2,06 0,33°+0,01 0,40°+0,00 90,37° + 3,56
D 10,539+0,19 82,68°+148 0,369+0,00 0,40°+0,00 88,02°+2,56
E 10,949+ 029 8590°+231 0,379+0,01 041°+0,00 82,43*+3,78

Notas: Dados apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). Valores seguidos da mesma, na mesma coluna

letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor.

6.4. Tratamento estatistico dos parametros fermentativos comparando as duas

temperaturas de fermentacéo utilizada.

Os dados experimentais da fermentagdo nas duas temperaturas (de 15 e 22 °C) foram
processados estatisticamente a fim de se avaliar a influéncia dos fatores estudados na resposta
de Producdo de Etanol (g/L), Produtividade Volumétrica em Etanol - Qp (g/L.h) e Fator de
Conversdo de Substrato em Produto — Yp/s (g/g).
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Tabela 6.5: Tratamento estatistico dos valores dos parametros fermentativos na
fermentacdo conduzida a 15 °C e 22 °C. Amostra A (16 °P), amostra B (18 °P), amostra C (20
°P), amostra D (22 °P) e amostra E (24 °P).

Amostra Etanol (g/L) Qp (g/L.h) Yp/s (9/9)
15°C 22 °C 15°C 22 °C 15°C 22 °C
A 61,38°+0,35 59,40°+0,06 0,26%+ 0,00 0,27° £ 0,00 0,42% + 0,00 0,41* + 0,00
B 68,67+ 0,41 68,20°+1,08 0,30*+ 0,00 0,20* + 0,00 0,40* + 0,00 0,41* + 0,00
C 7353*+1,13 76,22°+2,06 0,31*+0,01 0,33*+0,01 041*°+0,00 0,40*+0,00
D 78,742+ 1,14 8268°+148 0,33*+0,01 0,36°+0,00 0,41%+0,001 0,40%+0,00
E 78,162+2,38 8590°+231 0,34+0,01 037°+0,01 0,41°+0,001 0,41%+0,00

Notas: Dados apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). Valores seguidos da mesma letra, na mesma
linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor.

A Tabela 6.5 mostra a diferenca significativa entre as duas temperaturas de fermentacao
em relacéo a alguns parametros. Comparando a producéo de etanol, verifica-se que na amostra
A (16 °P), teve diferenca significativa entre a fermentacao conduzida na menor temperatura (15
°C) e a fermentacdo conduzida na temperatura maior (22 °C), sendo que a fermentacéo
conduzida na menor temperatura obteve maior valor, as amostras B e C (18 e 20 °P,
respectivamente), ndo apresentaram diferenca significativa entre a fermentagéo conduzida nas
duas temperaturas e as amostras D e E (22 e 24 °P, respectivamente), tiveram diferenca
significativa, sendo que a maior temperatura obteve valores maiores.

Em relacdo a produtividade volumétrica em etanol (Qp), observou-se que as amostras
A, D e E apresentaram diferenca significativa entre si, sendo que a fermentacéo conduzida em
temperatura maior (22 °C) obteve maiores valores. Em relacdo ao fator de conversdo de
substrato em produto (Yp/s), apenas a amostra B obteve-se diferenca significativa entre as
temperaturas de fermentacdo, sendo que na fermentacdo conduzida na temperatura de 22°C
obteve-se um valor maior.

Com a andlise dos dados pbde-se comprovar que 0 aumento da temperatura de
fermentacdo de 15 para 22 °C favoreceu um aumento na produtividade. D’ Amore et al. (1991),

utilizando mostos de 25 ‘P em escala industrial (1600 L), observaram um aumento na
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velocidade e na extensdo da fermentacdo quando aumentaram a temperatura de fermentacéo de
14 para 21 ‘C. Comportamento semelhante foi observado por Dragone et al. (2003) ao
observarem a fermentacao de mosto de alta densidade em escala piloto nas temperaturas de 10
e 15 C.

6.5. Cinética da fermentacéo

6.5.1. Velocidades especificas maximas de crescimento celular.

Na Tabela 6.6, observa-se que o valor maximo da velocidade especifica de crescimento
celular (0,05538 h!) foi obtido nas condigdes de menor concentragdo inicial de aclcares (16
°P) e maior temperatura de fermentacdo (22 °C), esse valor foi encontrado no tempo de
fermentacdo de 12 horas. Utilizando a velocidade especifica maxima de crescimento das células
em suspensdo em mosto concentrado com adicgdo de mel (0,05538 h1), pode-se calcular o tempo
de geracéo da levedura (tg = 0,693/ mx max = 12,51 h). Esse valor é inferior ao encontrado por
Carvalho (2009) (17,77 h), para mosto concentrado com banana como adjunto (17,5 °P),
utilizando uma levedura tipo lager, numa fermentacdo conduzida a 15 °C.

As variacbes das velocidades especificas de crescimento em funcdo do tempo de

fermentacdo para cada ensaio, encontra-se detalhada no Apéndice 1.

Tabela 6.6 - Velocidades especificas maximas de crescimento celular para ensaios de

fermentacdo conduzidas nas temperaturas de 15 °C e 22 °C.

Ensaio Variavel ux maximo (h-1) ux maximo (h-1)
Concentracao obtido na obtido na
(°Plato) fermentacdo a 15 °C  fermentagéo a 22 °C
A 16 0,05156 0,05538
B 18 0,04839 0,03822
C 20 0,02778 0,03981
D 22 0,02443 0,04874
E 24 0,02874 0,04866

Fonte: O autor.
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6.5.2. Velocidades especificas maximas de consumo de extrato aparente.

Na Tabela 6.7, observa-se que o valor maximo da velocidade especifica de consumo de
extrato aparente (0,74125 h') foi obtido na amostra E (24 °P) e na maior temperatura de
fermentacdo (22 °C), esse valor foi encontrado no tempo de fermentacdo de 12 horas. As
variagcOes das velocidades especificas de consumo em funcdo do tempo de fermentagdo para

cada ensaio, encontra-se detalhada no Apéndice 1.

Tabela 6.7 - Velocidades especificas maximas de consumo de extrato aparente para
ensaios de fermentacdo conduzidas nas temperaturas de 15 °C e 22 °C.

Ensaio Variavel 1s maximo (h-1) ps maximo (h-1)
Concentracao obtido na obtido na
(°Plato) fermentacdo a 15 °C  fermentacéo a 22 °C
A 16 0,48504 0,50111
B 18 0,53053 0,69037
C 20 0,45491 0,41983
D 22 0,29210 0,70344
E 24 0,74125 0,61373

Fonte: O autor.

6.5.3. Velocidades especificas maximas de formacéo de produto.

Na Tabela 6.8, observa-se que o valor maximo da velocidade especifica de formacéo de
produto (0,37700 h) foi obtido na amostra E (24 °P), que € amostra com maior concentragio
inicial de substrato, e na maior temperatura de fermentacéo (22 °C), esse valor foi encontrado
no tempo de fermentacdo de 12 horas. As varia¢Oes das velocidades especificas de formacéo
de produto em funcdo do tempo de fermentacdo para cada ensaio, encontra-se detalhada no

Apéndice 1.
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Tabela 6.8 - Velocidades especificas méximas de formag&o de produto para ensaios
de fermentacdo conduzidas nas temperaturas de 15 °C e 22 °C.

Ensaio Variavel 1up maximo (h-1) up maximo (h-1)
Concentracao obtido na obtido na
(°Plato) fermentacdo a 15 °C  fermentacéo a 22 °C
A 16 0,20488 0,25510
B 18 0,21334 0,28775
C 20 0,21278 0,20921
D 22 0,14651 0,29143
E 24 0,37700 0,31220

Fonte: O autor.

6.6. Caracterizacéo das cervejas

As amostras de cerveja com mosto de alta densidade com adjunto de mel foram
caracterizadas fisico-quimicamente de acordo com os dados apresentados na Tabela 6.9.

Todas as amostras diferiram entre si em relacdo ao seu teor de sélidos soltveis. Sendo
gue aumentaram gradativamente de acordo com o aumento da concentracdo inicial do mosto.
A proteina bruta das amostras de cerveja variou entre 0,22 e 0,37% (Tabela 6.9). Segundo
Briggs et al. (2004) o conteudo de proteina de uma cerveja varia de 0,11 a 0,63%. Entéo, 0s
valores encontrados estdo todos dentro de faixa apresentada pelos autores. Ressaltando que as
amostras com conteudo maior de mel adicionado apresentaram um valor maior de contetido
proteico.

A acidez total das amostras variaram entre 43,06 e 59,55 meqg/Kg (Tabela 6.9), e
diferiram significativamente entre as demais. A acidez da cerveja aumentou de forma
proporcional com o aumento da concentragdo inicial do mosto. Em relacéo a concentragao de
agucares totais, as amostras ndo tiveram diferenca significativa entre si, apenas a amostras D e

E que apresentaram um valor maior (Tabela 6.9).
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Tabela 6.9 - Caracterizagdo fisico-quimica das amostras de cerveja a partir do mosto

concentrado com mel depois de fermentadas.

PARAMETRO A B C D E
Sélidos 7574+ 8,23" + 9,23 + 10,579 + 12,33° +
Sollveis (°Brix) 0,057 0,152 0,115 0,305 0,416
Proteina Bruta 0,24° + 0,222 + 0,25° + 0,37¢ + 0,37¢ +
(9/1009) 0,148 0,085 0,636 0,396 0,820
Acidez Total 43,06% + 48,29° + 55,06° + 58,249 + 59,55¢ +
(meg/kg) 0,749 2,135 0,793 0,000 0,611
AcUcares Totais  42,51% 42,50% + 42,59 + 42,79° + 43,51°+
(9/1009) 0,529 0,156 0,452 0,377 0,565
pH 4,15° + 4,08% + 4,01% + 4,05% + 4,05% +
(adimensional) 0,063 0,014 0,141 0,077 0,056
Cinzas (%) 0,072 + 0,09° + 0,11°+ 0,12¢+ 0,149 +
0,038 0,014 0,002 0,020 0,004
Cor (EBC) 9,91% + 9,722 + 10,28° + 15,02¢ + 15,524 +
1,041 1,038 0,624 0,900 0,196

Notas: Dados apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). Valores seguidos da mesma letra, na mesma
linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor.

Os pH das amostras ndo diferiram entre si, apenas a amostra A apresentou diferenca
significativa para as demais amostras, e ficaram na faixa de 4,01 - 4,15 (Tabela 6.9). Taylor e
Organ (2009) relatam que o pH da cerveja esta na faixa de 3,8 — 4,3 e que 0s niveis de acidez
podem variar de acordo com a cepa de levedura utilizada. Aradjo (2017) encontrou um pH de
4,3 para sua cerveja Ale. Todos os resultados encontrados nesse trabalho se encontram em
concordancia com os autores. Os teores de cinzas das amostras diferiram significativamente
entre si e aumentaram a medida que aumentava a concentra¢do do mosto.

As amostras de cerveja produzidas com adjunto de mel enquadraram-se na categoria de
cerveja clara, uma vez que, a mesma apresentou coloragdo entre 9,72 e 15,52 unidades EBC
(Tabela 6.9) e de acordo com a legislagéo brasileira (BRASIL, 2009), a cerveja € considerada
como clara quando possuir a cor correspondente a menos de 20 unidades EBC. Conforme

Briggs et al. (2004), a cor da cerveja comumente esta relacionada a melanina e ao caramelo
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presentes no malte. No entanto, observou-se que a adi¢do do mel também influenciou na cor da
cerveja, visto que, as amostras diferiram estatisticamente entre si, aumentando gradativamente

a cor da cerveja de modo que a concentracgdo inicial do mosto aumentava.

6.7.  Analise sensorial das cervejas

As cervejas com mosto de alta densidade com adjunto de mel de abelha foram
produzidas em escala piloto da Micro Cervejaria do Laboratorio de Fermentacdo da UEFS e
avaliadas sensorialmente através de testes de consumidor. Para isto realizou-se testes de
preferéncia do tipo comparacao pareada e teste de aceitacdo com escala hedonica estruturada
de nove pontos. Nestes testes foram avaliadas apenas a preferéncia e aceitacao global, ou seja,
foram avaliadas as cervejas de forma global.

A anédlise sensorial foi realizada com as duas amostras que obtiveram melhores
resultados. A amostra A (16 °P), que apresentou melhores valores de Fator de Conversao de
Substrato em Produto (Yp/s) e a amostra E (24 °P) que apresentou melhores valores de
Producéo de Etanol e de Produtividade Volumétrica (Qp). A temperatura de fermentacdo de 22
°C foi a que obteve-se melhores resultados.

Na realizacdo dos testes de preferéncia do tipo comparacao pareada, observou-se que a
cerveja elaborada a partir do mosto com 16 °Plato, foi a preferida entre 34 dos 60 provadores,
em relacdo a cerveja produzida com mosto concentrado de 24 °Plato, ou seja, a cerveja com
mosto de 16 °P teve 57% da preferéncia dos provadores, enquanto a cerveja com mosto de 24
°P, 43% da preferéncia dos provadores, conforme Figura 6.5.

Utilizando a tabela para teste de comparacdo pareada-preferéncia (bicaudal) de
Meilgaard et al. (1991), para um nivel de significancia de 5%, verifica-se que as duas amostras

n3o apresentaram diferenca significativa entre si (APENDICE 2).
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Figura 6.5 — Resultado do teste de comparagdo pareada entre as amostras.

Teste de Comparacao Pareada

Amostra E
43%

Amostra A
57%

Fonte: O Autor.

Os testes de aceitacdo foram realizados com o objetivo de avaliar se 0s consumidores
gostaram ou desgostaram da cerveja concentrada com mel. Para isso, utilizou-se uma escala
hedbnica estruturada. Os provadores receberam as amostras codificadas, com um numero de
trés digitos, e foi solicitado aos provadores que se avaliasse a cerveja com relagio aos parametros,
cor, sabor, espuma e impress3o global das amostras de cerveja. Os resultados da escala hedbnica
determinados por meio de analise de variancia (ANOVA) (Tabela 6.10), que considera
conjuntamente as avaliagdes de todos os provadores e assume que todos apresentam 0 mesmo
comportamento, ou seja, a ANOVA leva em consideracdo a média do grupo de provadores que
julgaram as amostras de cerveja. Os resultados das analises de variancia com os testes de F para
a determinacdo da aceitagdo das amostras experimentais (amostra A e amostra E), se encontram
na Tabela 6.10.
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Tabela 6.10 - Resumo da ANOVA dos resultados do teste de aceitagdo em escala
hedbnica para as amostras de cerveja.

Fonte de GL SQ SQM Feal.
Variagao
Amostra (a) 1,00 1,63 1,63 1,17*
Provador (p) 59,00 148,37 2,51 1,80
Residuo (r) 59,00 82,37 1,40 -
Total 119,00 232,37 - -

*N&o significativo a 5% da significancia (F calculado < F tabelado); F tabelado = 2,83.
Fonte: O Autor.

Pdde-se observar que o grupo que avaliou a amostra A, manifestou sua aceitacdo média
na escala hedonica (média = 7,5) entre “gostei muito” e “gostei moderadamente”, bem proximo
a aceitacdo manifestada pera a amostra E (média = 7,27), também entre “gostei muito” e “gostei

moderadamente” (Figura 6.6 e 6.7).

Figura 6.6 — Resultado do teste em escala hed6nica para a amostra A (16 °P).

Escala Hedonica Amostra A

Nem Gostei/Nem Desgostei

Desgostei Ligeiramente
4% 3%

. G.ostei Gostei

Ligeiramente Muitissimo
17% 30%
Gostei
Moderadamente Gostei Muito
23% 23%

Fonte: O Autor.
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Figura 6.7 — Resultado do teste em escala heddnica para a amostra E (24 °P).

- Escala Hedonica Amostra E

Gostei/Nem
Desgostei
3%

Desgostei
Ligeiramente
7%

Gostei
Ligeiramente
13%

Gostei
Muitissimo
27%

Gostei Muito
20%

Gostei
Moderadamente
30%

Fonte: O Autor.

Portanto, ap6s analise estatistica realizada para as duas amostras, e estando os valores
obtidos entre as amostras muito proximos entre si, foi verificado que n&o houve diferenca
significativa (p > 0,05) quanto ao grau de aceitacdo das amostras. Pode-se afirmar que as
cervejas elaboradas com mosto concentrado utilizando mel de abelha como adjunto tiveram boa
aceitacdo, demostrando sensorialmente ser viavel produzir as cervejas com mosto de alta
densidade (16 e 24 °P).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O mel é uma matéria prima que possui, caracteristicas apreciaveis para sua utilizacao
como adjunto cervejeiro. O mel utilizado em questdo apresentou todas suas caracteristicas
fisico-quimicas de acordo com o estabelecido com a legislagdo em vigor. Dos parametros
avaliados destaca-se sua concentracdo de aglcares. O mosto cervejeiro também apresentou

caracteristicas semelhantes ao que foi estudado por outros autores.

Quanto a resposta da levedura, Saccharomyces cerevisiae, obteve-se bom desempenho
fermentativo em todas as concentracfes de mosto concentrado com mel. Comparando as duas
temperaturas de fermentacao estudadas (15 e 22 °C), pode-se verificar que na temperatura de
22 °C a leveduras levaram um tempo menor para atingir o crescimento maximo celular, no

entanto, a viabilidade celular foi menor nessa temperatura.

A formacdo de produto e consumo de substrato foi em maior quantidade na maior
concentracgéo inicial de mosto (24 °P). Comparando as temperaturas, em 22 °C, esse perfil de
consumo de substrato e producéo de etanol foi melhor.

Com a anédlise dos parametros fermentativos, confirmou-se que o0 aumento da
concentracdo inicial do mosto, aumenta a concentracao de etanol e a produtividade volumétrica.
Quanto ao Yp/s, as amostras ndo diferiram entre si e 0 GAF foi satisfatério para todas as
amostras. Observou-se também que o aumento de temperatura da fermentacdo de 15 para 22

°C, aumentou a produtividade.

O valor maximo da velocidade especifica de crescimento celular (ux = 0,05538 ht) foi
obtido nas condi¢bes de menor concentracao inicial de agucares (16 °P) e maior temperatura de
fermentacdo (22 °C), esse valor foi encontrado no tempo de fermentacao de 12 horas, e 0 tempo

de geracdo da levedura foi de (Tg = 12,51 h).

Com a analise sensorial, pbde-se confirmar o potencial do mel como adjunto de malte e
da técnica utilizando mosto com alta densidade, visto que, as amostras avaliadas apresentaram
boa aceitacdo e sem diferenca significativa, sendo possivel a utilizacdo dessa técnica com o

objetivo de aumentar o rendimento.
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Diante dos beneficios supracitados, é possivel produzir uma cerveja Ale utilizando a
tecnologia de mosto com alta densidade, e 0 mel do semiérido baiano como adjunto de malte.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante do trabalho desenvolvido, percebeu-se que é possivel a utilizacdo do mel do
semiarido baiano como adjunto de malte na elaboragdo de cervejas High Gravity. Portanto,
seria de grande importancia a continuidade e aprofundamento das pesquisas com essa
tecnologia, visando melhorias no processo.

Foram testadas apenas fermentacdes utilizando mostos com alta densidades (16 — 24
°P), seria interessante também ser feito uma fermentacdo com mosto convencional (11-12 °P)
com o objetivo de comparacdo. Outra melhoria interessante, poderia ser o teste com
suplementos na fermentacdo, com o objetivo de melhorar o perfil fermentativo. Ou mesmo, a
utilizacdo de outras cepas de leveduras, que sejam mais resistentes a esse tipo de cerveja.

Seria também interessante a realizacdo de uma analise sensorial através da técnica de
Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ).
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10. APENDICES
APENDICE 1. - Curvas do estudo cinético das amostras.

APENDICE 1.1 - Curvas da velocidade especifica de crescimento celular a 15 °C.
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APENDICE 1.2 - Curvas da velocidade especifica de crescimento celular a 22 °C.
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APENDICE 1.3 - Curvas da velocidade especifica de consumo de substrato a 15 °C.
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APENDICE 1.4 - Curvas da velocidade especifica de consumo de substrato a 22 °C.
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APENDICE 1.5 - Curvas da velocidade especifica de producéo de etanol a 15 °C.

APENDICE 1.6 - Curvas da velocidade especifica de producéo de etanol a 22 °C.
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APENDICE 2 - TESTE DE COMPARACAO PAREADA-PREFERENCIA

(BICAUDAL).
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APENDICE 3 - RESULTADOS DO ACOMPANHAMENTO DO CRESCIMENTO

CELULAR.

~ [oeermento Tweesx] T [WESREN]
- . Média
Média | Desvio | _ Média | Desvio | oo iog | das | Viabilida
. . Células das Padrao . . Células
Tempo Células das Padrdo . . ndo Células N de
IAMOSTRA| . . Viaveis | Células das L. . Totais
(h) (g/L) Células | Células . . . Viaveis ndo Celular
) ) (cél/mL) VI’aVEIS C‘e!ula.s (cél/ml) | Vidveis (cel/mL) %)
(cél/mL) | Viaveis (cél/ml)

0 1.1 1,481481 1,90E+07 1,00E+06

1 0 1.2 1,407407 | 1,333333 | 0,195982 | 1,90E+07| 1,77E+07 | 2,31E+06 | 0,00E+00| 3,33E+05 | 1,80E+07 98%
0 13 1,111111 1,50E+07| 0,00E+00|
12 11 2,888889 3,70E+07 2,00E+06

2 12 1.2 4 3,975309 | 1,074287 | 5,10E+07| 5,03E+07 | 1,30E+07 | 3,00E+06| 3,33E+06 | 5,37E+07 94%
12 13 5,037037 6,30E+07 5,00E+06
24 1.1 7,407407 9,70E+07 3,00E+06

3 24 1.2 7,111111 | 5,82716 | 2,484888 | 8,80E+07| 7,43E+07 | 3,18E+07 | 8,00E+06/| 4,33E+06 | 7,87E+07 94%
24 13 2,962963 3,80E+07 2,00E+06
36 11 |7,777778 1,05E+08 0,00E+00

4 36 1.2 6,666667 | 7,530864 | 0,770987 | 8,90E+07| 9,97E+07 | 9,24E+06 | 1,00E+06| 2,00E+06 | 1,02E+08 98%
36 1.3 8,148148 1,05E+08 5,00E+06!
48 1.1 3,481481 4,70E+07 0,00E+00

5 48 1.2 3,407407 | 4,345679 | 1,561423 | 4,60E+07| 5,80E+07 | 1,99E+07 | 0,00E+00| 6,67E+05 | 5,87E+07 99%
48 1.3 6,148148 8,10E+07| 2,00E+06
60 1.1 8,592593 1,10E+08 6,00E+06

6 60 1.2 7,62963 | 7,876543 | 0,629993 | 1,02E+08| 1,04E+08 | 5,69E+06 | 1,00E+06( 2,67E+06 | 1,06E+08 97%
60 1.3 7,407407 9,90E+07| 1,00E+06
72 1.1 3,703704 5,00E+07 0,00E+00

7 72 1.2 9,259259 | 7,061728 | 2,953999 | 1,20E+08| 9,20E+07 | 3,70E+07 | 5,00E+06| 3,33E+06 | 9,53E+07 97%
72 1.3 8,222222 1,06E+08 5,00E+06!
84 11 3,62963 4,90E+07 0,00E+00

8 84 1.2 15,85185 | 8,098765 | 6,740469 | 2,07E+08| 1,06E+08 | 8,80E+07 | 7,00E+06/| 3,67E+06 | 1,09E+08 97%
84 13 4,814815 6,10E+07 4,00E+06
96 1.1 2,814815 3,80E+07 0,00E+00

9 96 1.2 3,259259 | 3,08642 |0,238115 | 4,40E+07| 4,17E+07 | 3,21E+06 | 0,00E+00| 0,00E+00 | 4,17E+07 [ 100%
96 13 3,185185 4,30E+07| 0,00E+00|
108 11 5,037037 6,10E+07 7,00E+06

10 108 1.2 2,222222 | 3,604938 | 1,408057 | 2,90E+07| 4,57E+07 | 1,60E+07 | 1,00E+06| 3,00E+06 | 4,87E+07 94%
108 13 3,555556 4,70E+07| 1,00E+06
120 11 3,407407 4,40E+07 2,00E+06

11 120 1.2 3,037037 | 3,135802 | 0,238115 | 3,90E+07| 4,10E+07 | 2,65E+06 | 2,00E+06| 1,33E+06 | 4,23E+07 97%
120 13 2,962963 4,00E+07| 0,00E+00
132 1.1 1,925926 2,40E+07 2,00E+06

12 132 1.2 2,740741 | 1,975309 | 0,741974 | 3,60E+07| 2,57E+07 | 9,61E+06 | 1,00E+06| 1,00E+06 | 2,67E+07 96%
132 13 1,259259 1,70E+07| 0,00E+00
144 1.1 3,703704 4,80E+07 2,00E+06

13 144 1.2 2,666667 | 3,061728 [ 0,56088 | 3,30E+07| 3,93E+07 | 7,77E+06 | 3,00E+06/| 2,00E+06 | 4,13E+07 95%
144 13 2,814815 3,70E+07 1,00E+06
156 1.1 2,148148 1,90E+07 1,00E+07

14 156 1.2 9,703704 | 5,333333 | 3,914729 | 1,19E+08| 6,30E+07 | 5,11E+07 | 1,20E+07| 9,00E+06 | 7,20E+07 88%
156 13 4,148148 5,10E+07 5,00E+06
168 11 | 2,37037 2,90E+07 3,00E+06

15 168 1.2 1,62963 | 2,518519 | 0,971472 | 2,20E+07| 3,30E+07 | 1,35E+07 | 0,00E+00| 1,00E+06 | 3,40E+07 97%
168 1.3 3,555556 4,80E+07 0,00E+00
180 1.1 2,074074 2,40E+07 4,00E+06

16 180 1.2 1,407407 | 1,580247 | 0,434034 | 1,90E+07| 1,93E+07 | 4,51E+06 | 0,00E+00| 2,00E+06 | 2,13E+07 91%
180 1.3 1,259259 1,50E+07 2,00E+06
192 1.1 4 5,10E+07 3,00E+06

17 192 1.2 7,555556 | 5,209877 | 2,031755 | 9,20E+07| 6,60E+07 | 2,26E+07 | 1,00E+07| 4,33E+06 | 7,03E+07 94%
192 1.3 4,074074 5,50E+07| 0,00E+00
204 1.1 4,962963 6,20E+07 5,00E+06

18 204 1.2 3,555556 | 3,555556 | 1,407407 | 4,40E+07| 4,47E+07 | 1,70E+07 | 4,00E+06| 3,33E+06 | 4,80E+07 93%
204 1.3 2,148148 2,80E+07| 1,00E+06
216 1.1 2,148148 2,90E+07 0,00E+00

19 216 12 6,888889 | 3,777778 | 2,695319 | 8,50E+07| 4,70E+07 | 3,29E+07 | 8,00E+06| 4,00E+06 | 5,10E+07 92%
216 13 2,296296 2,70E+07 4,00E+06
228 11 2,962963 3,60E+07 4,00E+06

20 228 1.2 2,666667 | 2,790123 | 0,154197 | 3,50E+07| 3,53E+07 | 5,77E+05 | 1,00E+06| 2,33E+06 | 3,77E+07 94%
228 1.3 2,740741 3,50E+07| 2,00E+06
240 11 2,962963 3,60E+07 4,00E+06

21 240 1.2 2,666667 | 2,790123 | 0,154197 | 3,50E+07| 3,53E+07 | 5,77E+05 | 1,00E+06| 2,33E+06 | 3,77E+07 94%
240 13 2,740741 3,50E+07 2,00E+06
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- . Média
Média | Desvio | _ Média | Desvio | oo ioc | “das | Viabilida
. . Células das Padrao . . Células
Tempo Células das Padrdo . . ndo Células N de
IAMOSTRA| . . Viaveis | Células das . . Totais
(h) (g/L) Células | Células . . . Viaveis ndo Celular
) ) (cél/mL) VI’aVEIs C‘e!ula.s (cél/ml) | Vidveis (cel/mL) %)
(cél/mL) | Viaveis (cél/ml)

0 1.1 1,851852 2,50E+07 0,00E+00)

1 0 1.2 1,62963 | 1,506173 | 0,421203 | 1,90E+07| 1,93E+07 | 5,51E+06 | 3,00E+06| 1,00E+06 | 2,03E+07 95%
0 13 1,037037 14000000 0|
12 1.1 4 5,20E+07 2,00E+06

2 12 1.2 3,925926 | 3,950617 | 0,042767 | 5,30E+07| 5,07E+07 | 3,21E+06 | 0,00E+00| 2,67E+06 | 5,33E+07 95%
12 13 3,925926 47000000 6000000
24 1.1 8,148148 1,08E+08| 2,00E+06

3 24 1.2 7,111111 | 9,111111 | 2,617866 | 9,20E+07| 1,20E+08 | 3,56E+07 | 4,00E+06| 3,00E+06 | 1,23E+08 98%
24 13 | 12,07407 1,6E+08] 3000000
36 1.1 6 7,50E+07 6,00E+06

4 36 1.2 7,185185 | 7,135802 | 1,111934 | 8,40E+07| 8,73E+07 | 1,43E+07 | 1,30E+07| 9,00E+06 | 9,63E+07 91%
36 1.3 8,222222 1,03E+08 8000000
48 1.1 5,407407 7,10E+07| 2,00E+06

5 48 1.2 6,37037 | 5,160494 | 1,350371 | 8,40E+07| 6,73E+07 | 1,88E+07 | 2,00E+06( 2,33E+06 | 6,97E+07 97%
48 1.3 3,703704 47000000 3000000
60 1.1 2,222222 2,90E+07| 1,00E+06

6 60 1.2 2,666667 | 4,716049 | 3,940806 | 3,60E+07| 5,80E+07 | 4,43E+07 | 0,00E+00| 5,67E+06 | 6,37E+07 91%
60 1.3 9,259259 1,09E+08 16000000
72 1.1 7,62963 8,90E+07| 1,40E+07

7 72 1.2 2,148148 | 4,938272 | 2,742075 | 2,90E+07| 5,67E+07 | 3,03E+07 | 0,00E+00| 1,00E+07 | 6,67E+07 85%
72 1.3 5,037037 52000000 16000000
84 11 3,555556 4,00E+07| 8,00E+06

8 84 1.2 2,222222 | 3,530864 | 1,296473 | 2,80E+07| 4,07E+07 | 1,30E+07 | 2,00E+06| 7,00E+06 | 4,77E+07 85%
84 13 4,814815 54000000 11000000
96 11 4,592593 5,40E+07 8,00E+06

9 96 1.2 1,925926 | 3,62963 | 1,479628 | 2,30E+07| 4,40E+07 | 1,82E+07 | 3,00E+06| 5,00E+06 | 4,90E+07 90%
96 13 4,37037 55000000 4000000
108 11 2,814815 3,40E+07 4,00E+06

10 108 1.2 2,962963 | 2,666667 | 0,391963 | 3,80E+07| 3,13E+07 | 8,33E+06 | 2,00E+06| 4,67E+06 | 3,60E+07 87%
108 13 2,222222 22000000 8000000
120 11 4,962963 6,50E+07 2,00E+06

11 120 1.2 2 3,506173 | 1,482099 | 1,60E+07| 4,20E+07 | 2,46E+07 | 1,10E+07| 5,33E+06 | 4,73E+07 89%
120 13 3,555556 45000000 3000000
132 1.1 1,925926 2,40E+07 2,00E+06

12 132 1.2 3,111111 | 3,703704 | 2,136623 | 2,40E+07| 3,77E+07 | 2,37E+07 | 1,80E+07| 1,23E+07 | 5,00E+07 75%
132 13 6,074074 65000000 17000000
144 1.1 4,148148 3,10E+07 2,50E+07

13 144 1.2 3,407407 | 3,111111 | 1,212645 | 4,20E+07| 3,07E+07 | 1,15E+07 | 4,00E+06/| 1,13E+07 | 4,20E+07 73%
144 13 1,777778 19000000 5000000
156 1.1 2,962963 3,10E+07 9,00E+06

14 156 1.2 5,037037 | 3,382716 | 1,489485 | 5,50E+07( 3,70E+07 | 1,59E+07 | 1,30E+07| 8,67E+06 | 4,57E+07 81%
156 13 2,148148 25000000 4000000
168 1.1 3,333333 3,50E+07 1,00E+07

15 168 1.2 1,407407 | 2,518519 | 0,996565 | 1,60E+07| 2,80E+07 | 1,04E+07 | 3,00E+06| 6,00E+06 | 3,40E+07 82%
168 1.3 2,814815 33000000 5000000
180 1.1 1,481481 1,50E+07 5,00E+06!

16 180 1.2 1,851852 | 4,320988 | 4,601147 | 2,40E+07| 4,60E+07 | 4,61E+07 | 1,00E+06/| 1,23E+07 | 5,83E+07 79%
180 1.3 9,62963 99000000 31000000
192 1.1 2,592593 2,30E+07| 1,20E+07

17 192 1.2 1,259259 | 2,666667 | 1,445868 | 1,60E+07| 2,80E+07 | 1,51E+07 | 1,00E+06| 8,00E+06 | 3,60E+07 78%
192 1.3 4,148148 45000000 11000000
204 1.1 1,333333 1,50E+07 3,00E+06!

18 204 1.2 1,333333 | 2,814815 | 2,566001 | 1,40E+07| 2,40E+07 | 1,65E+07 | 4,00E+06| 1,40E+07 | 3,80E+07 63%
204 13 5,777778 43000000 35000000
216 1.1 3,111111 3,10E+07| 1,10E+07

19 216 12 3,481481 | 2,962963 | 0,606322 | 2,40E+07 | 2,53E+07 | 5,13E+06 | 2,30E+07 | 1,47E+07 | 4,00E+07 63%
216 13 2,296296 21000000 10000000
228 1.1 1,407407 8,00E+06 1,10E+07

20 228 1.2 2,37037 | 2,765432 | 1,592736 | 1,70E+07 | 2,20E+07 | 1,71E+07 | 1,50E+07 | 1,53E+07 | 3,73E+07 59%
228 13 4,518519 41000000 20000000
240 11 1,777778 1,60E+07 8,00E+06

21 240 1.2 3,185185 | 3,382716 | 1,71227 | 2,00E+07 | 2,30E+07 | 8,89E+06 | 2,30E+07 | 2,27E+07 | 4,57E+07 50%
240 13 5,185185 33000000 37000000
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- Desvio Média | Desvio . Mol L
Média . L . Células das . Viabilida
Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células das . ndo Células N de
IAMOSTRA| da Viaveis | Células das e . Totais
(h) (g/L) Células .. Viaveis ndo Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células . . |(cel/mL)
(g/L) ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(cél/mL)
0 2.1 2,296296 3,00E+07 1,00E+06
1 0 2.2 1,62963 | 1,604938 | 0,704029 | 2,10E+07 | 2,07E+07 | 9,50E+06 | 1,00E+06 | 1,00E+06 | 2,17E+07 95%
0 2.3 0,888889 1,10E+07 1,00E+06
12 2.1 3,851852 4,90E+07 3,00E+06
2 12 2.2 4,888889 | 3,82716 | 1,074287 | 6,60E+07 | 4,97E+07 | 1,60E+07 | 0,00E+00 | 2,00E+06 | 5,17E+07 96%
12 2.3 2,740741 3,40E+07 3,00E+06
24 2.1 7,925926 1,04E+08 3,00E+06
3 24 2.2 3,777778 | 5,481481 | 2,171015 | 4,90E+07 | 7,23E+07 | 2,84E+07 | 2,00E+06 | 1,67E+06 | 7,40E+07 98%
24 2.3 4,740741 6,40E+07 0,00E+00
36 2.1 5,851852 7,50E+07 4,00E+06
4 36 2.2 9,037037 | 7,432099 | 1,592736 | 1,16E+08 | 9,53E+07 | 2,05E+07 | 6,00E+06 | 5,00E+06 | 1,00E+08 95%
36 2.3 7,407407 9,50E+07 5,00E+06
48 2.1 7,481481 1,00E+08 1,00E+06
5 48 2.2 10,96296 | 9,111111 | 1,751347 | 1,41E+08 | 1,20E+08 | 2,06E+07 | 7,00E+06 | 3,33E+06 | 1,23E+08 97%
48 2.3 8,888889 1,18E+08 2,00E+06
60 2.1 [9111111 1,14E+08 9,00E+06
6 60 2.2 8,666667 | 9,777778 | 1,555556 | 1,15E+08 | 1,28E+08 | 2,28E+07 | 2,00E+06 | 4,33E+06 | 1,32E+08 97%
60 2.3 11,55556 1,54E+08 2,00E+06
72 2.1 5,185185 6,50E+07 5,00E+06
7 72 2.2 16,74074 | 9,802469 | 6,11743 | 2,23E+08 | 1,28E+08 | 8,37E+07 | 3,00E+06 | 4,33E+06 | 1,32E+08 97%
72 2.3 7,481481 9,60E+07 5,00E+06
84 2.1 5,185185 6,80E+07 2,00E+06
8 84 2.2 6,592593 | 5,851852 | 0,706622 | 8,70E+07 | 7,70E+07 | 9,54E+06 | 2,00E+06 | 2,00E+06 | 7,90E+07 97%
84 2.3 5,777778 7,60E+07 2,00E+06
96 2.1 3,481481 4,70E+07 0,00E+00
9 96 2.2 5,185185 | 4,098765 | 0,943779 | 6,70E+07 | 5,43E+07 | 1,10E+07 | 3,00E+06 | 1,00E+06 | 5,53E+07 98%
96 2.3 3,62963 4,90E+07 0,00E+00
108 2.1 3,185185 4,00E+07 3,00E+06
10 108 2.2 4,666667 | 3,506173 | 1,037918 | 5,90E+07 | 4,50E+07 | 1,23E+07 | 4,00E+06 | 2,33E+06 | 4,73E+07 95%
108 2.3 2,666667 3,60E+07 0,00E+00
120 2.1 3,407407 3,60E+07 1,00E+07
11 120 2.2 3,703704 | 3,135802 | 0,741974 | 4,80E+07 | 3,80E+07 | 9,17E+06 | 2,00E+06 | 4,33E+06 | 4,23E+07 90%
120 2.3 2,296296 3,00E+07 1,00E+06
132 2.1 1,555556 1,90E+07 2,00E+06
12 132 2.2 2,074074 | 2,567901 | 1,3299 | 2,30E+07 | 3,07E+07 | 1,69E+07 | 5,00E+06 | 4,00E+06 | 3,47E+07 88%
132 2.3 4,074074 5,00E+07 5,00E+06
144 2.1 1,259259 1,50E+07 2,00E+06
13 144 2.2 2,814815 | 1,950617 | 0,79205 | 3,70E+07 | 2,47E+07 | 1,12E+07 | 1,00E+06 | 1,67E+06 | 2,63E+07 94%
144 2.3 1,777778 2,20E+07 2,00E+06
156 2.1 2,148148 2,70E+07 2,00E+06
14 156 2.2 1,851852 | 2,37037 | 0,658385 | 2,40E+07 | 2,93E+07 | 6,81E+06 | 1,00E+06 | 2,67E+06 | 3,20E+07 92%
156 2.3 3,111111 3,70E+07 5,00E+06
168 2.1 2,222222 2,60E+07 4,00E+06
15 168 2.2 6,666667 4 2,351779 | 7,80E+07 | 4,80E+07 | 2,69E+07 | 1,20E+07 | 6,00E+06 | 5,40E+07 89%
168 2.3 3,111111 4,00E+07 2,00E+06
180 2.1 2 2,40E+07 3,00E+06
16 180 2.2 12,74074 | 5,703704 | 6,097066 | 1,55E+08 | 6,90E+07 | 7,45E+07 | 1,70E+07 | 8,00E+06 | 7,70E+07 90%
180 2.3 2,37037 2,80E+07 4,00E+06
192 2.1 2,222222 3,00E+07 0,00E+00
17 192 2.2 1,62963 | 3,555556 | 2,83811 | 2,20E+07 | 4,47E+07 | 3,26E+07 | 0,00E+00 | 3,33E+06 | 4,80E+07 93%
192 2.3 6,814815 8,20E+07 1,00E+07
204 2.1 2,222222 2,30E+07 7,00E+06
18 204 2.2 1,333333 | 2,17284 | 0,815936 | 1,80E+07 | 2,53E+07 | 8,74E+06 | 0,00E+00 | 4,00E+06 | 2,93E+07 86%
204 2.3 2,962963 3,50E+07 5,00E+06
216 2.1 1,555556 1,90E+07 2,00E+06
19 216 2.2 2,962963 | 2,17284 | 0,719447 | 3,70E+07 | 2,63E+07 | 9,45E+06 | 3,00E+06 | 3,00E+06 | 2,93E+07 90%
216 2.3 2 2,30E+07 4,00E+06
228 2.1 2,074074 2,60E+07 2,00E+06
20 228 2.2 6,814815 | 4,049383 | 2,46716 | 7,50E+07 | 4,60E+07 | 2,57E+07 | 1,70E+07 | 8,67E+06 | 5,47E+07 84%
228 2.3 3,259259 3,70E+07 7,00E+06
240 2.1 2,074074 2,60E+07 2,00E+06
21 240 2.2 6,814815 | 4,049383 | 2,46716 | 7,50E+07 | 4,60E+07 | 2,57E+07 | 1,70E+07 | 8,67E+06 | 5,47E+07 84%
240 2.3 3,259259 3,70E+07 7,00E+06
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- Desvio Média | Desvio . Mol s
Média . L . Células das . Viabilida
Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células das . ndo Células N de
IAMOSTRA| da Viaveis | Células das e . Totais
(h) (g/L) Células .. Viaveis ndo Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células . . |(cel/mL)
(g/L) ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(cél/mL)
0 2.1 1,62963 2,10E+07, 1,00E+06,
1 0 2.2 2,666667 | 2,098765 | 0,525526 | 3,30E+07 | 2,53E+07 | 6,66E+06 | 3,00E+06 | 3,00E+06 | 2,83E+07 89%
0 2.3 2 2,20E+07| 5,00E+06!
12 2.1 2,296296 2,90E+07| 2,00E+06
2 12 2.2 5,111111 | 3,876543 | 1,438894 | 6,90E+07 | 5,17E+07 | 2,05E+07 | 0,00E+00 | 6,67E+05 | 5,23E+07 99%
12 2.3 4,222222 5,70E+07| 0,00E+00
24 2.1 5,185185 6,90E+07| 1,00E+06
3 24 2.2 6 6,518519 | 1,654689 | 7,90E+07 | 8,63E+07 | 2,19E+07 | 2,00E+06 | 1,67E+06 | 8,80E+07 98%
24 2.3 8,37037 1,11E+08 2,00E+06
36 2.1 4,222222 5,50E+07| 2,00E+06
4 36 2.2 5,703704 | 6,641975 | 3,000991 | 7,70E+07 | 8,40E+07 | 3,31E+07 | 0,00E+00 | 5,67E+06 | 8,97E+07 94%
36 2.3 10 1,20E+08, 1,50E+07
48 2.1 4,962963 5,30E+07 1,40E+07
5 48 2.2 5,259259 | 5,432099 | 0,575367 | 7,10E+07 | 6,53E+07 | 1,07E+07 | 0,00E+00 | 8,00E+06 | 7,33E+07 89%
48 2.3 6,074074 7,20E+07| 1,00E+07
60 2.1 5,185185 6,50E+07 5,00E+06
6 60 2.2 3,481481 | 4,740741 | 1,106162 | 4,20E+07 | 5,80E+07 | 1,39E+07 | 5,00E+06 | 6,00E+06 | 6,40E+07 91%
60 2.3 5,555556 6,70E+07 8,00E+06
72 2.1 2,518519 3,10E+07 3,00E+06
7 72 2.2 3,037037 | 2,641975 | 0,35006 | 4,00E+07 | 3,33E+07 | 5,86E+06 | 1,00E+06 | 2,33E+06 | 3,57E+07 93%
72 2.3 2,37037 2,90E+07 3,00E+06
84 2.1 4,148148 5,00E+07 6,00E+06
8 84 2.2 5,185185 | 3,901235 | 1,423559 | 6,20E+07 | 4,67E+07 | 1,72E+07 | 8,00E+06 | 6,00E+06 | 5,27E+07 89%
84 2.3 2,37037 2,80E+07 4,00E+06
96 2.1 1,407407 1,80E+07| 1,00E+06
9 96 2.2 2,074074 | 2,716049 | 1,721857 | 2,70E+07 | 2,83E+07 | 1,11E+07 | 1,00E+06 | 8,33E+06 | 3,67E+07 77%
96 2.3 4,666667 4,00E+07| 2,30E+07
108 2.1 1,555556 1,90E+07| 2,00E+06
10 108 2.2 7,185185 | 3,728395 | 3,02648 | 8,80E+07 | 4,43E+07 | 3,80E+07 | 9,00E+06 | 6,00E+06 | 5,03E+07 88%
108 2.3 2,444444 2,60E+07 7,00E+06
120 2.1 | 2,37037 2,80E+07 4,00E+06
11 120 2.2 4,666667 | 3,160494 | 1,30491 | 5,80E+07 | 3,77E+07 | 1,76E+07 | 5,00E+06 | 5,00E+06 | 4,27E+07 88%
120 2.3 2,444444 2,70E+07 6,00E+06
132 2.1 3,037037 3,40E+07 7,00E+06
12 132 2.2 2,37037 | 2,765432 | 0,35006 | 2,80E+07 | 3,13E+07 | 3,06E+06 | 4,00E+06 | 6,00E+06 | 3,73E+07 84%
132 2.3 2,888889 3,20E+07| 7,00E+06!
144 2.1 1,555556 1,50E+07 6,00E+06!
13 144 2.2 1,851852 | 2,888889 | 2,05814 | 2,10E+07 | 3,00E+07 | 2,10E+07 | 4,00E+06 | 9,00E+06 | 3,90E+07 77%
144 2.3 5,259259 5,40E+07| 1,70E+07
156 2.1 1,555556 1,80E+07 3,00E+06!
14 156 2.2 3,333333 | 2,666667 | 0,968644 | 3,40E+07 | 2,73E+07 | 8,33E+06 | 1,10E+07 | 8,67E+06 | 3,60E+07 76%
156 2.3 3,111111 3,00E+07| 1,20E+07
168 2.1 3,777778 4,30E+07 8,00E+06!
15 168 2.2 2,074074 | 2,617284 | 1,005699 | 1,20E+07 | 2,47E+07 | 1,63E+07 | 1,60E+07 | 1,07E+07 | 3,53E+07 70%
168 2.3 2 1,90E+07 8,00E+06!
180 2.1 1,333333 1,60E+07| 2,00E+06
16 180 2.2 2,222222 | 2,123457 | 0,745663 | 2,30E+07 | 2,27E+07 | 6,51E+06 | 7,00E+06 | 6,00E+06 | 2,87E+07 79%
180 2.3 2,814815 2,90E+07 9,00E+06
192 2.1 1,481481 1,50E+07 5,00E+06!
17 192 2.2 2,148148 | 1,876543 | 0,35006 | 2,40E+07 | 1,87E+07 | 4,73E+06 | 5,00E+06 | 6,67E+06 | 2,53E+07 74%
192 2.3 2 1,70E+07| 1,00E+07
204 2.1 5,333333 4,50E+07| 2,70E+07
18 204 2.2 1,851852 | 3,283951 | 1,820977 | 1,60E+07 | 2,87E+07 | 1,48E+07 | 9,00E+06 | 1,57E+07 | 4,43E+07 65%
204 2.3 2,666667 2,50E+07 1,10E+07
216 2.1 3,111111 2,60E+07 1,60E+07
19 216 2.2 3,555556 | 3,08642 | 0,481956 | 2,80E+07 | 2,47E+07 | 4,16E+06 | 2,00E+07 | 1,70E+07 | 4,17E+07 59%
216 2.3 2,592593 2,00E+07 1,50E+07
228 2.1 1,851852 1,60E+07| 9,00E+06
20 228 2.2 2 2,246914 | 0,56088 | 1,50E+07 | 1,60E+07 | 1,00E+06 | 1,20E+07 | 1,43E+07 | 3,03E+07 53%
228 2.3 2,888889 1,70E+07| 2,20E+07
240 2.1 1,925926 1,30E+07| 1,30E+07
21 240 2.2 3,111111 | 1,679012 | 1,570184 | 2,20E+07 | 1,75E+07 | 6,36E+06 | 2,00E+07 | 1,65E+07 | 3,40E+07 51%
240 2.3 0
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Desvio Média | Desvio . Mol s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
IAMOSTRA| das Viaveis | Células das e . Totais
(h) (g/L) das .. Viaveis ndo Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células . . |(cel/mL)
Células ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/mL)
o 31 2,074074 2,40E+07 4,00E+06
1 0 3.2 2,074074| 2,271605 | 0,342133 | 2,80E+07| 2,93E+07 | 6,11E+06 | 0,00E+00( 1,33E+06 | 3,07E+07 96%
0 3.3 2,666667| 3,60E+07| 0,00E+00
12/ 3.1 3,851852] 4,10E+07 1,10E+07
2 12 3.2 4| 3,407407 | 0,90115 | 4,90E+07| 4,00E+07 | 9,54E+06 | 5,00E+06| 6,00E+06 | 4,60E+07 87%
12, 3.3 2,37037 3,00E+07| 2,00E+06
24 3.1 4,296296 5,40E+07| 4,00E+06!
3 24 3.2 4,666667| 4,246914 | 0,446497 | 5,40E+07| 5,20E+07 | 3,46E+06 | 9,00E+06| 5,33E+06 | 5,73E+07 91%
24 3.3 3,777778| 4,80E+07 3,00E+06!
36 3.1 6,814815 8,90E+07 3,00E+06!
4 36 3.2 7,62963| 6,395062 | 1,489485 | 1,02E+08| 8,40E+07 | 2,10E+07 | 1,00E+06| 2,33E+06 | 8,63E+07 97%
36 3.3 4,740741 6,10E+07| 3,00E+06!
48| 3.1 6,222222 8,40E+07 0,00E+00
5 48 3.2 6,814815| 6,716049 | 0,4526 | 8,60E+07| 8,87E+07 | 6,43E+06 | 6,00E+06| 2,00E+06 | 9,07E+07 98%
48 3.3 7,111111] 9,60E+07 0,00E+00
60 3.1 9,555556 1,26E+08| 3,00E+06
6 60 3.2 5,62963| 9,432099 | 3,742268 | 7,40E+07| 1,26E+08 | 5,15E+07 | 2,00E+06| 1,67E+06 | 1,27E+08 99%
60 3.3 13,11111 1,77E+08 0,00E+00
72 3.1 7,259259 9,60E+07| 2,00E+06
7 72 3.2 9,259259| 8,222222 | 1,002056 | 1,11E+08| 1,03E+08 | 7,55E+06 | 1,40E+07| 8,00E+06 | 1,11E+08 93%
72 3.3 8,148148 1,02E+08 8,00E+06
84 3.1 6,888889 9,10E+07| 2,00E+06
8 84 3.2 5,407407| 6,098765 | 0,745663 | 7,10E+07| 8,10E+07 | 1,00E+07 | 2,00E+06| 1,33E+06 | 8,23E+07 98%
84 3.3 6 8,10E+07 0,00E+00
96 3.1 6,444444 8,50E+07 2,00E+06
96 3.2 5,925926| 6,148148 | 0,267078 | 7,70E+07| 8,00E+07 | 4,36E+06 | 3,00E+06( 3,00E+06 | 8,30E+07 96%
9 96 3.3 6,074074 7,80E+07 4,00E+06
108 3.1 3,555556 4,50E+07| 3,00E+06
108 3.2 7,777778| 5,555556 | 2,119865 | 1,00E+08| 6,97E+07 | 2,79E+07 | 5,00E+06| 5,33E+06 | 7,50E+07 93%
10 108 3.3 5,333333 6,40E+07 8,00E+06
120 3.1 5,777778 7,30E+07 5,00E+06
11 120 3.2 5,925926| 5,234568 | 1,07173 | 7,20E+07| 6,33E+07 | 1,59E+07 | 8,00E+06( 7,33E+06 | 7,07E+07 90%
1200 33 4 4,50E+07 9,00E+06
132 3.1 4,37037 5,20E+07 7,00E+06
12 132 3.2 3,185185| 4,765432 | 1,8104 | 4,10E+07| 6,07E+07 | 2,51E+07 | 2,00E+06( 3,67E+06 | 6,43E+07 94%
132 3.3 6,740741] 8,90E+07| 2,00E+06
144 3.1 2,37037 3,00E+07| 2,00E+06
13 144 3.2 2,518519| 2,987654 | 0,943779 | 3,40E+07| 3,83E+07 | 1,12E+07 | 0,00E+00( 2,00E+06 | 4,03E+07 95%
144 3.3 4,074074 5,10E+07| 4,00E+06!
156! 3.1 3,111111] 4,10E+07 1,00E+06
14 156 3.2 4| 4,765432 | 2,14218 | 4,70E+07| 5,50E+07 | 1,93E+07 | 7,00E+06| 9,33E+06 | 6,43E+07 85%
156! 3.3 7,185185 7,70E+07| 2,00E+07
168! 3.1 1,703704 2,30E+07| 0,00E+00
15 168 3.2 2,740741| 3,185185 | 1,746641 | 3,30E+07| 3,60E+07 | 1,47E+07 | 4,00E+06| 7,00E+06 | 4,30E+07 84%
168 3.3 5,111111] 5,20E+07| 1,70E+07
180 3.1 4 5,00E+07| 4,00E+06
16 180 3.2 2,444444| 3,111111 | 0,801234 | 2,60E+07| 3,70E+07 | 1,21E+07 | 7,00E+06| 5,00E+06 | 4,20E+07 88%
180 3.3 2,888889 3,50E+07 4,00E+06
192! 3.1 2 2,50E+07| 2,00E+06
17 192! 3.2 2,592593| 2,691358 | 0,745663 | 3,30E+07| 3,17E+07 | 6,11E+06 | 2,00E+06 | 4,67E+06 | 3,63E+07 87%
192 3.3 3,481481 3,70E+07 1,00E+07
204 3.1 2,888889 3,90E+07 0,00E+00
18 204 3.2 3,925926| 3,407407 | 0,518519 | 4,60E+07 | 4,07E+07 | 4,73E+06 | 7,00E+06 | 5,33E+06 | 4,60E+07 88%
204 3.3 3,407407 3,70E+07 9,00E+06
216 3.1 3,925926 4,90E+07| 4,00E+06
216 3.2 1,703704( 2,419753 | 1,30491 | 1,80E+07 | 2,83E+07 | 1,79E+07 | 5,00E+06 | 4,33E+06 | 3,27E+07 87%
19 216 3.3 1,62963 1,80E+07 4,00E+06
228 3.1 3,481481 4,10E+07| 6,00E+06
228 3.2 2,814815| 2,641975 | 0,937947 | 3,50E+07 | 3,23E+07 | 1,03E+07 | 3,00E+06 | 3,33E+06 | 3,57E+07 91%
20 228 3.3 1,62963 2,10E+07 1,00E+06
240 3.1 3,481481 4,10E+07| 6,00E+06
21 240 3.2 2,814815| 2,641975 | 0,937947 | 3,50E+07 | 3,23E+07 | 1,03E+07 | 3,00E+06 | 3,33E+06 | 3,57E+07 91%
240 3.3 1,62963 2,10E+07 1,00E+06

106



Desvio Média | Desvio . Mol s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
IAMOSTRA| das Viaveis | Células das e . Totais
(h) (g/L) das .. Viaveis ndo Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células . . |(cel/mL)
Células ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/mL)
o 31 2,148148 2,50E+07 4,00E+06
1 0 3.2 2(2,024691 | 0,11315 | 2,20E+07| 2,37E+07 | 1,53E+06 | 5,00E+06| 3,67E+06 | 2,73E+07 87%
0 3.3 1,925926 2,40E+07| 2,00E+06
12/ 3.1 3,333333 4,20E+07 3,00E+06!
2 12/ 3.2 3,481481| 3,876543 | 0,815936 | 4,60E+07| 4,83E+07 | 7,77E+06 | 1,00E+06( 4,00E+06 | 5,23E+07 92%
12, 3.3 4,814815 5,70E+07| 8,00E+06!
24 3.1 4,37037 4,90E+07 1,00E+07
3 24 3.2 4,518519( 6,197531 | 3,037338 | 4,40E+07| 6,00E+07 | 2,35E+07 | 1,70E+07| 2,37E+07 | 8,37E+07 72%
24 3.3 9,703704 8,70E+07 4,40E+07
36 3.1 5,925926 5,30E+07| 2,70E+07
4 36 3.2 5,259259| 6,864198 | 2,227566 | 5,00E+07| 5,40E+07 | 4,58E+06 | 2,10E+07| 3,87E+07 | 9,27E+07 58%
36 3.3 9,407407 5,90E+07| 6,80E+07!
48 3.1 6,296296 5,10E+07 3,40E+07
5 48 3.2 6,888889| 6,641975 | 0,308395 | 6,40E+07| 5,40E+07 | 8,89E+06 | 2,90E+07| 3,57E+07 | 8,97E+07 60%
48 3.3 6,740741 4,70E+07 4,40E+07
60 3.1 6,666667 5,60E+07 3,40E+07
6 60 3.2 6,296296| 7,209877 | 1,275136 | 5,50E+07| 4,83E+07 | 1,24E+07 | 3,00E+07| 4,90E+07 | 9,73E+07 50%
60 3.3 8,666667 3,40E+07 8,30E+07
72 3.1 5,62963| 4,10E+07| 3,50E+07
7 72 3.2 5,407407| 6,888889 | 2,37615 | 4,80E+07| 4,83E+07 | 7,51E+06 | 2,50E+07| 4,47E+07 | 9,30E+07 52%
72 3.3 9,62963| 5,60E+07 7,40E+07
84 3.1 4 3,20E+07 2,20E+07
8 84 3.2 4,518519| 5,975309 | 2,98357 | 3,60E+07| 4,20E+07 | 1,40E+07 | 2,50E+07| 3,87E+07 | 8,07E+07 52%
84 3.3 9,407407 5,80E+07 6,90E+07
96 3.1 3,777778 2,80E+07 2,30E+07
96 3.2 5,777778| 5,679012 | 1,853826 | 4,30E+07| 4,10E+07 | 1,21E+07 | 3,50E+07( 3,57E+07 | 7,67E+07 53%
9 96 3.3 7,481481 5,20E+07 4,90E+07
108 3.1 5,555556 3,90E+07 3,60E+07
108 3.2 4,074074| 6,320988 | 2,711894 | 1,80E+07| 3,90E+07 | 2,10E+07 | 3,70E+07| 4,63E+07 | 8,53E+07 46%
10 108 3.3 9,333333 6,00E+07 6,60E+07
120 3.1 5,777778 3,30E+07 4,50E+07
11 120 3.2 9,037037| 7,555556 | 1,649708 | 6,00E+07| 4,67E+07 | 1,35E+07 | 6,20E+07( 5,53E+07 | 1,02E+08 46%
1200 33 | 7851852 4,70E+07 5,90E+07
132 3.1 5,259259 4,10E+07| 3,00E+07
12 132 3.2 6,592593| 7,753086 | 3,234191 | 4,60E+07| 5,20E+07 | 1,49E+07 | 4,30E+07( 5,27E+07 | 1,05E+08 50%
132 3.3 11,40741 6,90E+07| 8,50E+07!
144 3.1 2,518519] 2,30E+07| 1,10E+07
13 144 3.2 4,962963( 7,08642 | 5,922375 | 4,00E+07| 5,77E+07 | 4,61E+07 | 2,70E+07| 3,80E+07 | 9,57E+07 60%
144 3.3 13,77778 1,10E+08 7,60E+07!
156! 3.1 3,111111] 2,90E+07| 1,30E+07
14 156 3.2 6,592593| 6,864198 | 3,895996 | 4,90E+07| 5,00E+07 | 2,15E+07 | 4,00E+07( 4,27E+07 | 9,27E+07 54%
156! 3.3 10,88889 7,20E+07| 7,50E+07
168! 3.1 4,074074 3,10E+07| 2,40E+07
15 168 3.2 2,962963| 4,814815 | 2,312962 | 2,50E+07| 4,00E+07 | 2,10E+07 | 1,50E+07| 2,50E+07 | 6,50E+07 62%
168 3.3 7,407407| 6,40E+07| 3,60E+07!
180 3.1 4,666667 3,10E+07 3,20E+07
16 180 3.2 5,333333| 4,864198 | 0,407968 | 4,20E+07| 3,73E+07 | 5,69E+06 | 3,00E+07| 2,83E+07 | 6,57E+07 57%
180 3.3 4,592593 3,90E+07 2,30E+07
192! 3.1 4,814815 3,00E+07| 3,50E+07!
17 192! 3.2 5,555556| 6,962963 | 3,101396 | 4,40E+07| 5,03E+07 | 2,41E+07 | 3,10E+07| 4,37E+07 | 9,40E+07 54%
192 3.3 10,51852 7,70E+07 6,50E+07
204 3.1 3,62963] 3,50E+07 1,40E+07
18 204 3.2 3,407407| 5,481481 | 3,401767 | 2,70E+07| 4,37E+07 | 2,23E+07 | 1,90E+07| 3,03E+07 | 7,40E+07 59%
204 3.3 9,407407 6,90E+07 5,80E+07
216 3.1 5111111 3,70E+07 3,20E+07
216 3.2 5,111111 5,802469 | 1,197467 | 3,90E+07| 4,37E+07 | 9,87E+06 | 3,00E+07| 3,47E+07 | 7,83E+07 56%
19 216 3.3 7,185185 5,50E+07 4,20E+07
228 3.1 2,962963 2,40E+07 1,60E+07
228 3.2 4,888889| 5,555556 | 2,982344 | 3,90E+07| 4,67E+07 | 2,73E+07 | 2,70E+07| 2,83E+07 | 7,50E+07 62%
20 228 3.3 8,814815 7,70E+07 4,20E+07
240 3.1 2,666667 1,70E+07| 1,90E+07
21 240 3.2 4,074074| 2,246914 | 2,069218 | 3,00E+07| 2,35E+07 | 9,19E+06 | 2,50E+07| 2,20E+07 | 4,55E+07 52%
240 3.3 0
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Desvio Média | Desvio . Mol s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
(h) IAMOSTRA| &/ das das Vidveis Célula-s das Vidveis ndo Totais Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células .. | (cél/mL)
Células ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/mL)

0 4.1 2,148148 2,80E+07 1,00E+06

1 0 4.2 5,111111]| 3,333333 | 1,567853 | 6,60E+07| 4,37E+07 | 1,99E+07 | 3,00E+06( 1,33E+06 | 4,50E+07 97%
0 4.3 2,740741] 3,70E+07| 0,00E+00
12 4.1 4,962963 6,40E+07 3,00E+06

2 12 4.2 5,481481| 4,716049 | 0,914247 | 6,80E+07| 6,07E+07 | 9,45E+06 | 6,00E+06( 3,00E+06 | 6,37E+07 95%
12 4.3 3,703704 5,00E+07| 0,00E+00
24 4.1 4,296296 5,80E+07 0,00E+00

3 24 4.2 3,777778| 4,098765 | 0,28044 | 4,40E+07| 5,27E+07 | 7,57E+06 | 7,00E+06( 2,67E+06 | 5,53E+07 95%
24 4.3 4,222222 5,60E+07| 1,00E+06
36 4.1 7,259259| 8,40E+07 1,40E+07

4 36 4.2 6,518519| 7,802469 | 1,625134 | 8,50E+07| 9,87E+07 | 2,45E+07 | 3,00E+06| 6,67E+06 | 1,05E+08 94%
36 4.3 9,62963] 1,27E+08| 3,00E+06
48 4.1 11,55556 1,45E+08 1,10E+07

5 48 4.2 6,518519| 8,864198 | 2,536248 | 8,60E+07| 1,15E+08 | 2,95E+07 | 2,00E+06| 4,33E+06 | 1,20E+08 96%
48 4.3 8,518519 1,15E+08| 0,00E+00
60 4.1 9,037037 1,13E+08 9,00E+06

6 60 4.2 8,962963| 9,62963 | 1,091179 | 1,16E+08| 1,23E+08 | 1,48E+07 | 5,00E+06| 7,00E+06 | 1,30E+08 95%
60 4.3 10,88889 1,40E+08 7,00E+06
72 4.1 6,814815 8,60E+07 6,00E+06

7 72 4.2 6,814815| 7,061728 | 0,427667 | 8,70E+07| 8,93E+07 | 4,93E+06 | 5,00E+06| 6,00E+06 | 9,53E+07 94%
72 4.3 7,555556 9,50E+07| 7,00E+06
84 4.1 5,925926 7,50E+07 5,00E+06

8 84 4.2 8,592593| 7,62963 | 1,479628 | 1,15E+08| 9,97E+07 | 2,16E+07 | 1,00E+06| 3,33E+06 | 1,03E+08 97%
84 4.3 8,37037| 1,09E+08| 4,00E+06
96 4.1 4 5,40E+07 0,00E+00

9 96 4.2 3,62963( 4,222222 | 0,729545 | 4,60E+07| 5,47E+07 | 9,02E+06 | 3,00E+06| 2,33E+06 | 5,70E+07 96%
96 4.3 5,037037 6,40E+07 4,00E+06
108 4.1 2,518519 3,10E+07 3,00E+06

10 108 4.2 9,333333( 5,481481 | 3,493282 | 1,15E+08| 6,50E+07 | 4,42E+07 | 1,10E+07| 9,00E+06 | 7,40E+07 88%
108 4.3 4,592593 4,90E+07| 1,30E+07
120 4.1 6,888889 8,20E+07 1,10E+07

11 120 4.2 6,740741| 7,802469 | 1,71227 | 8,10E+07| 9,50E+07 | 2,34E+07 | 1,00E+07( 1,03E+07 | 1,05E+08 90%
120 43 | 9,777778 1,22E+08)] 1,00E+07]
132 4.1 4,148148 5,00E+07 6,00E+06

12 132 4.2 2,666667| 4,024691 | 1,300698 | 3,00E+07| 4,93E+07 | 1,90E+07 | 6,00E+06( 5,00E+06 | 5,43E+07 91%
132 4.3 5,259259| 6,80E+07| 3,00E+06!
144 4.1 4,222222 4,50E+07 1,20E+07

13 144 4.2 5,62963| 4,740741 | 0,773356 | 6,70E+07| 5,57E+07 | 1,10E+07 | 9,00E+06| 8,33E+06 | 6,40E+07 87%
144 4.3 4,37037 5,50E+07| 4,00E+06!
156 4.1 3,851852] 4,00E+07 1,20E+07

14 156 4.2 3,777778| 3,851852 | 0,074074 | 4,60E+07| 4,27E+07 | 3,06E+06 | 5,00E+06( 9,33E+06 | 5,20E+07 82%
156 4.3 3,925926 4,20E+07 1,10E+07
168 4.1 3,851852] 3,60E+07 1,60E+07

15 168 4.2 4{5,061728 | 1,968662 | 4,60E+07| 5,47E+07 | 2,42E+07 | 8,00E+06| 1,37E+07 | 6,83E+07 80%
168 4.3 7,333333 8,20E+07 1,70E+07
180 4.1 7,481481] 8,40E+07 1,70E+07

16 180 4.2 4,444444| 6,123457 | 1,543753 | 4,90E+07| 6,77E+07 | 1,76E+07 | 1,10E+07| 1,50E+07 | 8,27E+07 82%
180 43 6,444444 7,00E+07 1,70E+07
192 4.1 2 2,30E+07 4,00E+06

17 192 4.2 2,814815| 3,580247 | 2,071868 | 3,10E+07| 3,97E+07 | 2,23E+07 | 7,00E+06( 8,67E+06 | 4,83E+07 82%
192 4.3 5,925926 6,50E+07 1,50E+07
204 4.1 3,703704 3,40E+07 1,60E+07

18 204 4.2 2,666667| 3,62963 | 0,928145 | 2,80E+07| 3,60E+07 | 9,17E+06 | 8,00E+06| 1,30E+07 | 4,90E+07 73%
204 4.3 4,518519 4,60E+07| 1,50E+07
216 4.1 5,037037 5,60E+07 1,20E+07

19 216 4.2 4,592593| 3,82716 | 1,725041 | 4,80E+07| 4,07E+07 | 2,00E+07 | 1,40E+07| 1,10E+07 | 5,17E+07 79%
216 4.3 1,851852 1,80E+07| 7,00E+06
228 4.1 3,111111 2,80E+07 1,40E+07

20 228 4.2 2,814815( 2,938272 | 0,154197 | 3,30E+07| 3,10E+07 | 2,65E+06 | 5,00E+06 | 8,67E+06 | 3,97E+07 78%
228 4.3 2,888889 3,20E+07 7,00E+06
240 4.1 3,111111 2,80E+07 1,40E+07

21 240 4.2 2,814815( 2,938272 | 0,154197 | 3,30E+07| 3,10E+07 | 2,65E+06 | 5,00E+06 | 8,67E+06 | 3,97E+07 78%
240 4.3 2,888889 3,20E+07 7,00E+06
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Desvio Média | Desvio . et s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
(h) IAMOSTRA| &/ das das Vidveis Célula-s das Vidveis ndo Totais Celular
Células | (cél/L) | Viaveis | Células .. | (cél/mL)
Células ) (célft) | vidveis (cél/L) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/L)

0 4.1 1,62963 1,80E+07| 4,00E+06

1 0 4.2 1,481481| 1,62963 |0,148148 | 1,60E+07| 1,87E+07 | 3,06E+06 | 4,00E+06| 3,33E+06 | 2,20E+07 85%
0 4.3 1,777778 22000000 2000000
12 4.1 4,074074 5,20E+07| 3,00E+06!

2 12 4.2 3,777778| 3,925926 | 0,148148 | 5,00E+07| 5,07E+07 | 1,15E+06 | 1,00E+06( 2,33E+06 | 5,30E+07 96%
12 4.3 3,925926 50000000 3000000
24 4.1 7,777778| 1,03E+08 2,00E+06

3 24 4.2 8,296296| 8,641975 | 1,079382 | 1,08E+08| 1,14E+08 | 1,49E+07 | 4,00E+06( 2,67E+06 | 1,17E+08 98%
24 4.3 9,851852] 1,31E+08 2000000
36 4.1 6,296296 8,30E+07 2,00E+06

4 36 4.2 3,259259| 6,444444 | 3,261784 | 4,20E+07| 7,87E+07 | 3,47E+07 | 2,00E+06| 8,33E+06 | 8,70E+07 90%
36 4.3 9,777778 1,11E+08 21000000
48 4.1 5,111111 6,40E+07 5,00E+06

5 48 4.2 3,259259| 4,518519 | 1,091179 | 4,10E+07| 5,43E+07 | 1,19E+07 | 3,00E+06| 6,67E+06 | 6,10E+07 89%
48 4.3 5,185185 58000000 12000000
60 4.1 6,074074 6,60E+07| 1,60E+07

6 60 4.2 5,703704| 4,790123 | 1,912106 | 6,90E+07| 5,33E+07 | 2,46E+07 | 8,00E+06| 1,13E+07 | 6,47E+07 82%
60 4.3 2,592593 25000000 10000000
72 4.1 4,074074 4,20E+07| 1,30E+07

7 72 4.2 3,407407| 4,444444 | 1,263609 | 4,30E+07| 5,07E+07 | 1,42E+07 | 3,00E+06| 9,33E+06 | 6,00E+07 84%
72 4.3 5,851852 67000000 12000000
84 4.1 2,888889 3,10E+07 8,00E+06

8 84 4.2 2,222222|2,567901 | 0,334019 | 2,40E+07| 2,67E+07 | 3,79E+06 | 6,00E+06| 8,00E+06 | 3,47E+07 77%
84 4.3 2,592593 25000000 10000000
96 4.1 1,555556 1,90E+07| 2,00E+06

9 96 4.2 3,62963( 2,617284 | 1,037918 | 2,90E+07| 2,40E+07 | 5,00E+06 | 2,00E+07| 1,13E+07 | 3,53E+07 68%
96 4.3 2,666667 24000000 12000000
108 4.1 2,148148 2,50E+07 4,00E+06

10 108 4.2 3,259259| 3,283951 | 1,148347 | 2,70E+07| 2,97E+07 | 6,43E+06 | 1,70E+07| 1,47E+07 | 4,43E+07 67%
108 4.3 4,444444 37000000 23000000
120 4.1 2,37037| 2,20E+07 1,00E+07

11 120 4.2 4,296296( 4,987654 | 3,022852 | 3,40E+07| 3,43E+07 | 1,25E+07 | 2,40E+07| 3,30E+07 | 6,73E+07 51%
120 4.3 8,296296 47000000 65000000
132 4.1 1,851852 1,80E+07| 7,00E+06

12 132 4.2 3,185185| 3,234568 | 1,408057 | 3,00E+07| 2,57E+07 | 6,66E+06 | 1,30E+07( 1,80E+07 | 4,37E+07 59%
132 4.3 4,666667 29000000 34000000
144 4.1 2,148148| 1,90E+07 1,00E+07

13 144 4.2 1,407407| 2,37037 | 1,091179 | 1,10E+07| 1,97E+07 | 9,02E+06 | 8,00E+06| 1,23E+07 | 3,20E+07 61%
144 4.3 3,555556 29000000 19000000
156 4.1 3,851852] 2,70E+07| 2,50E+07

14 156 4.2 3,62963| 3,654321 | 0,186416 | 2,80E+07| 2,63E+07 | 2,08E+06 | 2,10E+07( 2,30E+07 | 4,93E+07 53%
156 4.3 3,481481] 24000000 23000000
168 4.1 2,888889| 2,60E+07| 1,30E+07

15 168 4.2 3,851852| 3,209877 | 0,555967 | 3,10E+07| 2,60E+07 | 5,00E+06 | 2,10E+07| 1,73E+07 | 4,33E+07 60%
168 4.3 2,888889 21000000 18000000
180 4.1 2 1,50E+07 1,20E+07

16 180 4.2 3,777778| 2,691358 | 0,952459 | 3,60E+07| 2,13E+07 | 1,27E+07 | 1,50E+07| 1,50E+07 | 3,63E+07 59%
180 4.3 2,296296 13000000 18000000
192 4.1 2,148148| 1,40E+07 1,50E+07

17 192 4.2 2,148148| 2,345679 | 0,342133 | 2,20E+07| 1,63E+07 | 4,93E+06 | 7,00E+06( 1,53E+07 | 3,17E+07 52%
192 4.3 2,740741 13000000 24000000
204 4.1 1,925926 1,20E+07| 1,40E+07

18 204 4.2 1,925926( 1,901235 | 0,042767 | 1,40E+07| 1,27E+07 | 1,15E+06 | 1,20E+07| 1,30E+07 | 2,57E+07 | 49%
204 4.3 1,851852 12000000 13000000
216 4.1 2,592593 1,80E+07| 1,70E+07

19 216 4.2 8,444444| 4,518519 | 3,400153 | 5,80E+07| 3,20E+07 | 2,25E+07 | 5,60E+07| 2,90E+07 | 6,10E+07 52%
216 4.3 2,518519 20000000 14000000
228 4.1 1,851852 1,40E+07| 1,10E+07

20 228 4.2 1,62963| 1,925926 | 0,33945 | 1,00E+07| 1,07E+07 | 3,06E+06 | 1,20E+07| 1,53E+07 | 2,60E+07 41%
228 4.3 2,296296 8000000 23000000
240 4.1 5,62963| 4,90E+07 2,70E+07

21 240 4.2 6,222222| 6,024691 | 0,342133 | 4,40E+07| 4,57E+07 | 2,89E+06 | 4,00E+07| 3,57E+07 | 8,13E+07 56%
240 4.3 6,222222 4,40E+07| 4,00E+07

109



Desvio Média | Desvio . Mol s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
(h) IAMOSTRA| &/ das das Vidveis Célula-s das Vidveis ndo Totais Celular
Células | (cél/mL) | Viaveis | Células .. | (cél/mL)
Células ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/mL)

0 5.1 1,777778) 2,20E+07, 2,00E+06,

1 0 5.2 2,37037| 1,876543 | 0,4526 | 2,50E+07| 2,13E+07 | 4,04E+06 | 7,00E+06| 4,00E+06 | 2,53E+07 84%
0 5.3 1,481481 1,70E+07 3,00E+06!
12 5.1 2,37037 3,20E+07| 0,00E+00

2 12 5.2 3,111111| 2,864198 | 0,427667 | 3,80E+07| 3,57E+07 | 3,21E+06 | 4,00E+06( 3,00E+06 | 3,87E+07 92%
12 5.3 3,111111] 3,70E+07| 5,00E+06!
24 5.1 4,814815 6,50E+07| 0,00E+00

3 24 5.2 5,185185| 4,864198 | 0,299367 | 6,60E+07| 6,37E+07 | 3,21E+06 | 4,00E+06( 2,00E+06 | 6,57E+07 97%
24 5.3 4,592593 6,00E+07| 2,00E+06
36 5.1 5,62963 7,30E+07| 3,00E+06!

4 36 5.2 4,888889| 5,876543 | 1,1315 | 6,20E+07| 7,53E+07 | 1,46E+07 | 4,00E+06| 4,00E+06 | 7,93E+07 95%
36 5.3 7,111111 9,10E+07 5,00E+06
48 5.1 8,296296 1,09E+08 3,00E+06

5 48 5.2 8,37037| 7,876543 | 0,79205 | 1,05E+08| 1,03E+08 | 7,77E+06 | 8,00E+06| 3,67E+06 | 1,06E+08 97%
48 5.3 6,962963 9,40E+07| 0,00E+00
60 5.1 8,666667 1,14E+08| 3,00E+06

6 60 5.2 7,185185| 7,753086 | 0,798948 | 8,90E+07| 9,97E+07 | 1,29E+07 | 8,00E+06| 5,00E+06 | 1,05E+08 95%
60 5.3 7,407407 9,60E+07| 4,00E+06
72 5.1 8,740741 1,14E+08 4,00E+06

7 72 5.2 4,888889| 7,333333 | 2,125035 | 6,10E+07| 9,53E+07 | 2,98E+07 | 5,00E+06| 3,67E+06 | 9,90E+07 96%
72 5.3 8,37037| 1,11E+08 2,00E+06
84 5.1 11,7037 1,49E+08 9,00E+06

8 84 5.2 4,074074| 7,777778 | 3,819666 | 5,20E+07| 9,83E+07 | 4,86E+07 | 3,00E+06| 6,67E+06 | 1,05E+08 94%
84 5.3 7,555556 9,40E+07| 8,00E+06
96 5.1 8,740741 1,07E+08| 1,10E+07

9 96 5.2 6,444444| 7,580247 | 1,148347 | 7,30E+07| 9,17E+07 | 1,72E+07 | 1,40E+07| 1,07E+07 | 1,02E+08 90%
96 5.3 7,555556 9,50E+07 7,00E+06
108 5.1 5,407407 6,30E+07 1,00E+07

10 108 5.2 4,666667| 5,407407 | 0,740741 | 5,30E+07| 6,27E+07 | 9,50E+06 | 1,00E+07| 1,03E+07 | 7,30E+07 86%
108 5.3 6,148148 7,20E+07 1,10E+07
120 5.1 5,777778 7,00E+07 8,00E+06

11 120 5.2 6,296296| 6,271605 | 0,481956 | 7,90E+07| 7,57E+07 | 4,93E+06 | 6,00E+06( 9,00E+06 | 8,47E+07 89%
120 5.3 6,740741 7,80E+07 1,30E+07,
132 5.1 6,740741] 7,40E+07 1,70E+07

12 132 5.2 6,814815| 6,691358 | 0,154197 | 7,30E+07| 7,40E+07 | 1,00E+06 | 1,90E+07( 1,63E+07 | 9,03E+07 82%
132 5.3 6,518519] 7,50E+07| 1,30E+07
144 5.1 3,777778| 4,20E+07 9,00E+06!

13 144 5.2 7,185185| 5,407407 | 1,708528 | 8,10E+07| 6,03E+07 | 1,96E+07 | 1,60E+07( 1,27E+07 | 7,30E+07 83%
144 5.3 5,259259| 5,80E+07| 1,30E+07
156 5.1 3,185185 3,40E+07| 9,00E+06!

14 156 5.2 5,555556| 4,864198 | 1,461595 | 5,60E+07| 5,27E+07 | 1,72E+07 | 1,90E+07( 1,30E+07 | 6,57E+07 80%
156 5.3 5,851852] 6,80E+07| 1,10E+07
168 5.1 13,62963 1,47E+08 3,70E+07!

15 168 5.2 5,62963| 8,518519 | 4,438885 | 6,50E+07( 9,27E+07 | 4,71E+07 | 1,10E+07| 2,23E+07 | 1,15E+08 81%
168 5.3 6,296296 6,60E+07 1,90E+07
180 5.1 5,703704 5,30E+07| 2,40E+07

16 180 5.2 5,777778| 5,160494 | 1,005699 | 6,10E+07| 5,10E+07 | 1,11E+07 | 1,70E+07| 1,87E+07 | 6,97E+07 73%
180 5.3 4 3,90E+07| 1,50E+07
192 5.1 3,62963] 3,90E+07 1,00E+07

17 192 5.2 4,296296| 4,123457 | 0,434034 | 4,30E+07| 4,40E+07 | 5,57E+06 | 1,50E+07| 1,17E+07 | 5,57E+07 79%
192 5.3 4,444444 5,00E+07 1,00E+07
204 5.1 5,851852 6,10E+07 1,80E+07

18 204 5.2 4| 4,444444 | 1,246119 | 4,40E+07| 4,67E+07 | 1,32E+07 | 1,00E+07| 1,33E+07 | 6,00E+07 78%
204 5.3 3,481481 3,50E+07 1,20E+07
216 5.1 4,37037 4,70E+07| 1,20E+07

19 216 5.2 3,555556| 3,82716 | 0,470434 | 3,30E+07| 3,87E+07 | 7,37E+06 | 1,50E+07| 1,30E+07 | 5,17E+07 75%
216 5.3 3,555556 3,60E+07 1,20E+07
228 5.1 6,740741 6,60E+07 2,50E+07

20 228 5.2 3,333333( 4,740741 | 1,77932 | 3,70E+07| 4,63E+07 | 1,70E+07 | 8,00E+06| 1,77E+07 | 6,40E+07 72%
228 5.3 4,148148 3,60E+07 2,00E+07
240 5.1 6,740741 6,60E+07 2,50E+07

21 240 5.2 3,333333( 4,740741 | 1,77932 | 3,70E+07| 4,63E+07 | 1,70E+07 | 8,00E+06| 1,77E+07 | 6,40E+07 72%
240 5.3 4,148148 3,60E+07 2,00E+07
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Desvio Média | Desvio . Mol s
. L . Células das . Viabilida
5 Padrdo | Células das Padrido . Células
Tempo Células | Média . ndo Células N de
(h) IAMOSTRA| &/ das das Vidveis Célula-s das Vidveis ndo Totais Celular
Células | (célm/L) | Viaveis | Células .. | (cél/mL)
Células ) (cél/jml) | Vidveis (cél/mL) | Viaveis (%)
(g/L) (cél/mL)
0 5.1 1,333333 1,80E+07| 0,00E+00|
1 0 5.2 1,037037| 1,407407 | 0,412427 | 1,30E+07| 1,77E+07 | 4,51E+06 | 1,00E+06/| 1,33E+06 | 1,90E+07 93%
0 5.3 1,851852 2,20E+07| 3,00E+06!
12 5.1 3,62963 4,90E+07 0,00E+00
2 12 5.2 3,407407| 3,382716 | 0,26014 | 4,40E+07| 4,33E+07 | 6,03E+06 | 2,00E+06( 2,33E+06 | 4,57E+07 95%
12 5.3 3,111111] 3,70E+07| 5,00E+06!
24 5.1 6,148148| 8,20E+07 1,00E+06
3 24 5.2 3,62963| 5,283951 | 1,433163 | 4,90E+07| 7,00E+07 | 1,82E+07 | 0,00E+00| 1,33E+06 | 7,13E+07 98%
24 5.3 6,074074 7,90E+07| 3,00E+06!
36 5.1 4 5,10E+07| 3,00E+06!
4 36 5.2 9,185185| 6,765432 | 2,609819 | 1,12E+08| 8,27E+07 | 3,06E+07 | 1,20E+07| 8,67E+06 | 9,13E+07 91%
36 5.3 7,111111] 8,50E+07 1,10E+07
48 5.1 6,222222 7,50E+07 9,00E+06
5 48 5.2 5,555556/ 6,395062 | 0,937947 | 7,30E+07| 7,50E+07 | 2,00E+06 | 2,00E+06| 1,13E+07 | 8,63E+07 87%
48 5.3 7,407407 7,70E+07| 2,30E+07
60 5.1 3,481481 4,50E+07| 2,00E+06
6 60 5.2 6,814815| 5,62963 | 1,863666 | 7,20E+07| 6,40E+07 | 1,65E+07 | 2,00E+07| 1,20E+07 | 7,60E+07 84%
60 5.3 6,592593 7,50E+07 1,40E+07
72 5.1 3,037037 3,30E+07 8,00E+06
7 72 5.2 3,851852 4 1,044943 | 4,40E+07| 4,50E+07 | 1,25E+07 | 8,00E+06| 9,00E+06 | 5,40E+07 83%
72 5.3 5111111 5,80E+07 1,10E+07
84 5.1 2,296296 2,50E+07 6,00E+06
8 84 5.2 5,185185| 4,222222 | 1,667901 | 5,80E+07| 4,37E+07 | 1,69E+07 | 1,20E+07| 1,33E+07 | 5,70E+07 77%
84 5.3 5,185185 4,80E+07| 2,20E+07
96 5.1 2,296296 2,70E+07 4,00E+06
9 96 5.2 4,444444| 3,753086 | 1,262161 | 4,20E+07| 3,83E+07 | 1,00E+07 | 1,80E+07| 1,23E+07 | 5,07E+07 76%
96 5.3 4,518519 4,60E+07| 1,50E+07
108 5.1 4,37037 4,10E+07| 1,80E+07
10 108 5.2 5,185185( 4,666667 | 0,450575 | 5,60E+07| 4,63E+07 | 8,39E+06 | 1,40E+07| 1,67E+07 | 6,30E+07 74%
108 5.3 4,444444 4,20E+07| 1,80E+07
120 5.1 2,148148 1,70E+07| 1,20E+07
11 120 5.2 4,666667| 3,555556 | 1,285137 | 5,00E+07| 3,27E+07 | 1,66E+07 | 1,30E+07| 1,53E+07 | 4,80E+07 68%
120 5.3 3,851852 3,10E+07 2,10E+07
132 5.1 2,444444 2,60E+07 7,00E+06
12 132 5.2 4,814815( 4,271605 | 1,625134 | 4,30E+07| 3,80E+07 | 1,04E+07 | 2,20E+07| 1,97E+07 | 5,77E+07 66%
132 5.3 5,555556 4,50E+07 3,00E+07!
144 5.1 2,518519] 2,40E+07| 1,00E+07
13 144 5.2 5,925926| 3,950617 | 1,76746 | 4,10E+07| 3,03E+07 | 9,29E+06 | 3,90E+07( 2,30E+07 | 5,33E+07 57%
144 5.3 3,407407| 2,60E+07| 2,00E+07
156 5.1 4 2,90E+07| 2,50E+07
14 156 5.2 8| 5,506173 | 2,175223 | 6,10E+07| 4,00E+07 | 1,82E+07 | 4,70E+07| 3,43E+07 | 7,43E+07 54%
156 5.3 4,518519 3,00E+07| 3,10E+07!
168 5.1 2,37037 1,40E+07 1,80E+07
15 168 5.2 3,333333| 3,259259 | 0,854264 | 3,40E+07| 2,50E+07 | 1,01E+07 | 1,10E+07| 1,90E+07 | 4,40E+07 57%
168 5.3 | 4,074074 2,70E+07 2,80E+07
180 5.1 2 1,90E+07 8,00E+06!
16 180 5.2 3,703704| 3,481481 | 1,383818 | 3,70E+07| 2,83E+07 | 9,02E+06 | 1,30E+07| 1,87E+07 | 4,70E+07 60%
180 5.3 4,740741 2,90E+07| 3,50E+07!
192 5.1 3,333333 3,50E+07 1,00E+07
17 192 5.2 3,037037| 3,160494 | 0,154197 | 1,90E+07| 2,53E+07 | 8,50E+06 | 2,20E+07( 1,73E+07 | 4,27E+07 59%
192 5.3 3,111111] 2,20E+07| 2,00E+07
204 5.1 2,222222 1,60E+07| 1,40E+07
18 204 5.2 4,444444( 2,814815 | 1,428689 | 2,40E+07| 1,87E+07 | 4,62E+06 | 3,60E+07| 1,93E+07 | 3,80E+07 |  49%
204 5.3 1,777778 1,60E+07| 8,00E+06
216 5.1 2,074074 1,50E+07| 1,30E+07
19 216 5.2 3,333333| 3,530864 | 1,564934 | 2,50E+07| 2,43E+07 | 9,02E+06 | 2,00E+07| 2,33E+07 | 4,77E+07 51%
216 5.3 5,185185 3,30E+07 3,70E+07
228 5.1 1,62963 1,20E+07| 1,00E+07
20 228 5.2 1,777778| 2,222222 | 0,90115 | 7,00E+06| 1,37E+07 | 7,64E+06 | 1,70E+07| 1,63E+07 | 3,00E+07 46%
228 5.3 3,259259 2,20E+07 2,20E+07
240 5.1 0,755556 6,00E+06 4,20E+06
21 240 5.2 0,407407| 0,387654 | 0,378165 | 4,00E+06( 5,00E+06 | 1,41E+06 | 1,50E+06| 2,85E+06 | 7,85E+06 64%
240 5.3 0
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