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RESUMO

Com a crescente preocupag¢ao mundial com a saude e bem-estar, o aumento do
consumo de probidticos se destaca, pois estes auxiliam nas fungdes
gastrointestinais, diminuindo os sintomas de constipagdo, aumentando a imunidade
do hospedeiro e reformulando a microbiota intestinal. Aliado a isto, o consumo de
bebidas alcodlicas de qualidade e com beneficios a saude comprovados também
vem crescendo. A ingestao diaria de doses controladas de etanol, traz 6timos efeitos
cardiovasculares aos consumidores, e as cervejas, por exemplo, sdo fonte de
vitaminas do complexo B, selénio, prenilflavonodis, compostos antioxidantes e anti-
inflamatorios. O propdsito do presente trabalho foi elaborar trés tipos de cerveja de
forma artesanal, utilizando a levedura probidtica Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii. Os trés estilos de cerveja produzidas com a linhagem boulardii e com
linhagem convencional, apresentaram caracteristicas de amargor, cor, calorias e pH
similares, com maior discrepancia em relagdo a densidade relativa e graduagéao
alcodlica. A linhagem Saccharomyces cerevisiae var. boulardii ndo apresentou um
potencial fermentativo elevado. Sensorialmente, as duas linhagens conferiram
aromas e sabores similares. Sob o ponto de vista microbiolégico, as cervejas
fermentadas com Saccharomyces cerevisiae var. boulardii parecem apresentar
algum tipo de resisténcia a contaminagdo, com colbnias que ainda permanecem
viaveis depois de algum tempo de armazenagem. Além disto, na questéo legal, a
cerveja apresentou a quantidade minima necessaria de leveduras vivas, para que a
bebida seja considerada um probidtico. Estes dados indicam que, a linhagem de
levedura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii pode ser utilizada na producao de
cervejas artesanais de qualidade, concedendo a bebida um possivel potencial
probidtico.

Palavras-chave: Cerveja artesanal. Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Probidtico. Fermentacao alcodlica.



ABSTRACT

With the growing global concern with health and well-being, the increase in the
consumption of probiotics stands out, as they help in gastrointestinal functions,
reducing the symptoms of constipation, increasing the host's immunity and reshaping
the intestinal microbiota. Allied to this, the consumption of quality alcoholic beverages
with proven health benefits is also growing. The daily intake of controlled doses of
ethanol brings great cardiovascular effects to consumers, and beers, for example,
are a source of B vitamins, selenium, prenylflavonols, antioxidant and anti-
inflammatory compounds. The purpose of the present work was to elaborate three
types of beer in an artisanal way, using the probiotic yeast Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii. The three styles of beer produced with the boulardii strain
and with the conventional strain had similar bitterness, color, calories and pH
characteristics, with a greater discrepancy in relation to relative density and alcohol
content. The Saccharomyces cerevisiae var. boulardii did not show a high
fermentative potential. Sensorially, the two strains conferred similar aromas and
flavors. From a microbiological point of view, beers fermented with Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii appear to show some sort of resistance to contamination,
with colonies still remaining viable after some time of storage. In addition, on the
legal issue, the beer had the minimum amount of live yeasts necessary for the drink
to be considered a probiotic. These data indicate that the yeast strain
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii can be used in the production of quality
craft beers, giving the beverage a possible probiotic potential.

Key-words: Craft beer. Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Probiotic. Alcoholic

fermentation.
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1 INTRODUGAO

Com caracteristicas unicas, diferentes estilos de cervejas artesanais vém
caindo no gosto da populagao brasileira, que, nos dias atuais, tem buscado produtos
diferenciados e de maior qualidade. O Rio Grande do Sul tem se destacado neste
ramo, sendo o segundo maior estado em numero de cervejarias registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no ano de 2019, e o
primeiro em numero de produtos registrados (BRASIL, 2019).

Na visdo do grande publico, a cerveja é apenas uma bebida alcodlica para ser
consumida em momentos de descontragédo, e que n&o apresenta grande qualidade
nutricional. Entretanto, ja € sabido que, estdo presente na cerveja, vitaminas do
complexo B, selénio, diversos compostos com capacidade redox e com
propriedades anti-inflamatadrias, além de prenilflavondis (SIQUEIRA et al., 2008).

A busca do consumidor por alimentos nutricionalmente ricos tem sido
impulsionada neste periodo de pandemia, momento em que 70% dos consumidores
ao redor do planeta estdo mudando de dieta na busca por habitos alimentares mais
saudaveis (CONSUMIDOR MODERNO, 2020). No Brasil, a soma é um pouco
menor, mas igualmente consideravel - 51% da populagéo busca por um estilo de
vida mais saudavel. O mesmo tem ocorrido com a industria cervejeira, que busca
inovagdes para manter suas apostas num publico cada vez mais exigente e
consciente na busca por alimentos funcionais. Desta forma, a elaboragcao de
cervejas com caracteristicas probioticas € ainda um campo que deve ser explorado.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2002), “os probidticos sao
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Eles devem ser viaveis desde a fonte
inicial de armazenagem, até se estabelecerem no organismo do hospedeiro para
posterior proliferagdo. Esses microrganismos podem englobar bactérias como
Lactobacilus e Bifidobacterium, ou algumas leveduras como as da espécie
Saccharomyce (Sacch.). Quando ministrados de forma adequada, eles podem
modificar a microbiota, principalmente a intestinal, através de fixacao e colonizagao,
desencadeando beneficios a saude do hospedeiro.

Na industria cervejeira, tradicionalmente ha inoculagdo de linhagens de
leveduras especificas, comumente do género Saccharomyces, das espécies

cerevisiae ou pastorianus, que conferem aromas e sabores particulares de acordo
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com a linhagem escolhida (OLIVEIRA, 2011). Dentre as especificacbes das
leveduras ha uma distingdo de acordo com a temperatura e o local em que
fermentam. As do tipo ales sdo leveduras de alta fermentacdo que se dispéem no
topo do fermentador, e trabalham numa temperatura de 18° a 22°C. As do tipo lager
sdo leveduras de baixa fermentagdo, que se depositam na base do fermentador
operando entre 7° e 15°C (GIBSON & LITI, 2015; WENDLAND, 2014).

Existem também estilos onde o cervejeiro faz uma segunda fermentagcdo com
a espécie Brettanomyces, que se trata de uma levedura utilizada para a produgao de
cervejas mais secas e acidas, que adquirem notas bastante frutadas com o passar
do tempo (BASSO, 2019). Ainda é possivel realizar uma fermentagao esponténea
em tanques abertos, com as leveduras existentes no proprio ambiente, 0 que gera
cervejas incomuns e unicas, sendo impossivel sua reprodutibilidade.

Para tornar a cultura cervejeira mais popular quanto a seus beneficios e
funcionalidades, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a possibilidade de
utilizacdo de uma levedura ndo convencional na industria cervejeira, elaborando trés
estilos de cerveja com a linhagem Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, que
apresenta comprovado potencial fermentativo e com capacidade probiotica, e
comparando com dados analiticos e sensoriais de cervejas de mesmo estilo,

elaboradas com leveduras convencionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir cerveja artesanal com apelo probiotico nos estilos Pilsen, Indian Pale
Ale e Belgian Golden Strong Ale, utilizando Saccharomyces cerevisiae var.

boulardii, e compara-los com aquelas produzidas com linhagens convencionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar o microrganismo Saccharomyces cerevisiae var. boulardii para
elaborar uma cerveja artesanal com apelo probidtico dos estilos Pilsen,
Indian Pale Ale e Belgian Golden Strong Ale;

e Comparar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
da cerveja Pilsen produzida por Saccharomyces cerevisiae var. boulardii,
com a cerveja Pilsen produzida por Saccharomyces pastorianus -
Lallemand Diamond.

e Comparar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
da cerveja Indian Pale Ale produzida por Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii, com a cerveja Indian Pale Ale elaborada com a linhagem
Saccharomyces cerevisiae — Safale US-05.

e Comparar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
da cerveja Belgian Golden Strong Ale produzida por Saccharomyces var.
boulardii, com a cerveja Belgian Golden Strong Ale produzida por
Saccharomyces cerevisiae — Safale S-04.

e Avaliar o enquadramento das cervejas produzidas com relagcdo aos
parametros legais que envolvem a comercializagédo de uma cerveja, bem
como aos padrdes legais referentes a bebidas probidticas.

e Avaliar se o limite de ingestao diario da bebida obtida esta de acordo com
a recomendacao diaria de consumo de probidticos;

¢ Avaliar o custo e a qualidade do produto final para introdu¢do no mercado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CERVEJA
3.1.1 Histoéria da cerveja no mundo

Os primeiros registros de producdo cervejeira datam dos sumeérios, ha cerca
de 6 (MULLER, 2002; PRIEST; STEWARTS, 2006) a 4 mil anos (COSTA, 2016;
MARK, 2011), especialmente apds o fim do nomadismo e inicio da agricultura. Essa
civilizacao era fixada na crescente fértii da Mesopotamia (MARK, 2011; MULLER,
2002), onde a cevada crescia de maneira selvagem.

Com a conquista da Sumeéria pelos Babildnicos, a produgéo cervejeira evoluiu
em todos os ambitos, estando presente inclusive no primeiro conjunto de leis que se
tem conhecimento, o Codigo de Hammurabi (aproximadamente 1728 a.C) (OLIVER,
[20117]; LINCOLN, DORNBUSCH, [201-]).

Delwen (1996), em suas escavagdoes no Egito pelo Departamento de
Arqueologia da Universidade de Cambridge, identificou e registrou que, entre 3100-
2686 a.C., os egipcios também ja estavam familiarizados com a cultura cervejeira,
possuindo uma produgéo ainda rudimentar, como apresentado na Figura 1, mas que
demonstram um inicial conhecimento para a elaborag¢ao da bebida.

Figura 1 — Cervejaria e padaria no Egito Antigo

Fonte: Mark (2011)
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Depois da derrota grega em Acio, em 31 a.C., o Egito passou para a
dominagédo romana (OLIVER, [20117]), que admiravam muito mais o vinho que a
cerveja, sendo que, nesse periodo, a cerveja se categorizou oficialmente como uma
bebida de classe social baixa (COSTA, 2016; LINCOLN; DORNBUSCH, [201-]),
enquanto que o vinho assumiu definitivamente seu lugar nas mesas da classe social
alta em todo o Egito.

Mesmo com o preconceito romano sobre a cerveja, com a expansado do
império, muitas regides de dominagdo romana ndo eram aptas a cultura da uva
(MEUSSDOERFFER, 2009). Foi necessario, entao, adequar e fornecer, as tropas, a
bebida local. Além disso, Morado (2017) e Poelmans & Swinnen (2011), também
salientam que, em muitas regides, a populagdo costumava repudiar os costumes de
seus dominadores, o que contribuiu para a disseminagao da cerveja como a bebida

cultural de varios povos europeus.

3.1.1.1 Idade Média

Com o fim do Império Romano, a chegada da cultura cervejeira germanica na
Europa Ocidental, e com a introducad da religido catélica de norte a sul do
continente (MEUSSDOERFFER, 2009), a fabricacdo da cerveja passou a ser
cotidiano nos mosteiros cristdos (MARK, 2011; MORADO, 2017).

Em torno de 643, Sdo Columbano, um missionario irlandés, escreveu que “como
sua bebida, eles preparavam cerveja (cerevisia) de graos ou suco de cevada”,
referindo-se a produgcdo dos monges em comparagdo com a bebida muito bem
estabelecida e desenvolvida na Irlanda (MEUSSDOERFFER, 2009). Foram
missionarios como Sao Columbano que expandiram a tradicional cultura cervejeira
celta e germanica por toda a Europa (MEUSSDOERFFER, 2009; MORADO, 2017).

Como apresentou Anderson (2006) em seu capitulo do livro Handbook of
Brewing de Fergus Priest e Graham Stewarts (2006), os monges aperfeicoaram as
técnicas de produgao da cerveja, investindo no uso mais acentuado de lupulo, pois
perceberam que esse ingrediente conferia a bebida maiores aromas e sabores, além
de conservar o produto por um periodo de tempo mais longo. O primeiro registro
deste ingrediente data dentre os séculos 8 € 9 na Alemanha Central, e indica que ao

menos alguns mosteiros faziam a utilizagéo de lupulo (MEUSSDOERFFER, 2009).
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Conforme o comércio cervejeiro foi crescendo para fora dos mosteiros, leis
urbanas que garantissem a pureza da bebida e o fornecimento de graos, se
tornaram cada vez mais necessarias (MEUSSDOERFFER, 2009). Investigando
historicamente, sédo registradas ordenagdes que possuiam a intengcdo de garantir
esses direitos, como a exemplo de Augsburg em 1158, Paris em 1268 e Nuremberg
em 1293 (OLIVER, [20117]).

No século 13, houve também o surgimento de uma associagdo comercial
entre algumas cidades, a Liga Hanseatica, exibida na Figura 2 (SA, 2010). Tinha por
objetivos beneficiar o comércio entre as cidades que eram associadas, auxiliar as
negociagdes com regides comerciais estrangeiras, e monopolizar o comércio naval
nos mares Baltico e os do Norte da Europa (SA, 2010). Essa liga teria seu apice ja
durante a ldade Moderna, estando altamente relacionada com a fabricagcdo de

cervejas que seriam transportadas por longas distancias.

Figura 2 — Principais rotas e cidades da Liga Hanseatica

Mar del Norte

Canald de la Mancha

Fonte: Martes (2008)

3.1.1.2 Idade Moderna

A queda do Império Romano permitiu a expansao maritima de outros
impérios, como € o caso do Europeu (LAVINSCKY, 2017). Os vikings, a liga
hanseatica, os holandeses e os britanicos tomaram conta do cenario comercial
naval, todos eles tendo a cerveja como insumo indispensavel para as longas viagens
(MEUSSDOERFFER, 2009). Lavinscky (2017) enfatiza que, para isso, a cerveja
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deveria ser nutritiva, e manter sua qualidade durante todo o percurso, 0 que era
caracteristico dos estilos mais lupados.

Nesse contexto, produtores da Liga Hanseatica foram um dos principais
responsaveis pela criagdo de uma cerveja que englobava esses requisitos
(LAVINSCKY, 2017), desenvolvendo um produto que tinha como substrato o malte
de trigo e de cevada, ao invés do malte de aveia comumente utilizado na época
(MEUSSDOERFFER, 2009). Essa receita que continha matérias-primas exclusivas
da Liga, como o lupulo e maltes, conseguidos pela associagdo com celeiros de
diversas partes do mundo (MEUSSDOERFFER, 2009), deixava os produtores livres
dos graos da safra, conferia um produto diferencial em sabor, e mais estavel, o que
garantia a qualidade para uma ampla exportagdo, assim como para o consumo dos
marinheiros (POELMANS; SWINNEN, 2011). Posteriormente, entre os séculos 14 e
15, a aveia seria amplamente substituida pela cevada como cereal base da receita
cervejeira (MEUSSDOERFFER, 2009).

Leis locais sobre a fabricagdo e comercializagdo da cerveja foram
promulgadas desde sempre, dado o amplo crescimento do mercado consumidor,
que visavam garantir um produto padronizado, de qualidade, e que fosse lucrativo
em impostos (MORADO, 2017; OLIVER, [20117]). Porém, foi em 23 de abril 1516,
na Baviera, que o duque Wilhelm IV (DORNBUSCH; HEYSE, [20--]), estabeleceu
uma lei que seria um marco para toda a industria cervejeira.

A Reinheitsgebot, ou “Lei da Pureza”, definiu formalmente os ingredientes do
produto para que este fosse rotulado como cerveja, finalmente consagrando a
cevada e lupulo como bases para a fabricagdo, e eliminando bebidas a base de
outros cereais e/ou com adjuntos (MORADO, 2017; MEUSSDOERFFER, 2009).
Além disso, a Lei estabelecia um prego padrao, protegendo o consumidor de um
superfaturamento em um produto de alimentagéo basica na época (MARK, 2011;
LINCOLN, DORNBUSCH, [201-]), instaurava normas administrativas para certificar a
quantidade da bebida. (MEUSSDOERFFER, 2009), e deixava claro que, para a
producdo da bebida, os ingredientes exclusivos eram agua, malte de cevada e
lupulo (COSTA, 2016; DORNBUSCH; HEYSE, [20--]; MORADO, 2017,
MEUSSDOERFFER, 2009; POELMANS, SWINNEN, 2011), com permissao futura
para a utilizagdo de trigo em alguns estilos (LINCOLN, DORNBUSCH, [201-];
POELMANS, SWINNEN, 2011), e do fermento, apds o descobrimento da levedura
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no processo de elaboragdo (LINCOLN, DORNBUSCH, [201-]; MORADO, 2017;
PRIEST, STEWARTS, 2006).

Reinos como o da Baviera e da Boémia, onde a nobreza possuia muitas
cervejarias sob seu dominio, assim como a matéria prima para a produgdo da
bebida, conseguiram manter a industria cervejeira viva durante as dificuldades dos
séculos 16 e 17 como a Guerra dos 30 anos, o constante aumento do prego da
cevada, e a perda de mercado para outras bebidas (MORADO, 2017). Esses locais
continuaram distribuindo uma cerveja de qualidade pela Europa, levando-os a um
grande destaque futuro na producao cervejeira (MEUSSDOERFFER, 2009). Um
exemplo disso é o desenvolvimento do processo lager na Baviera, onde a
fermentacdo ocorre mais lentamente, em temperatura baixa, com o fermento se
acumulando no fundo do fermentador (POELMANS; SWINNEN, 2011), gerando uma
cerveja mais duravel, o que dispensava a necessidade do gelo natural para
conservagao, deixando de limitar a fabricagdo apenas aos meses de inverno
(LAVINSCKY, 2017).

O século 17 também foi marcado por uma inovacao que entraria para historia
da producdo em larga escala. Durante a Revolugao Industrial, mais especificamente
em 1764, James Watt criou uma maquina a vapor que permitia a geragao de energia
a base de carvao, uma completa evolugado para todo o setor fabril, permitindo a
industrializagao de todo tipo de processo (DATHEIN, 2003).

3.1.1.3 Idade Contemporénea

A ldade Contemporanea é marcada por inovacgdes cientificas e industriais,
sendo as trés mais marcantes para o mercado cervejeiro a criagao do estilo Pilsen,
que tomaria o mercado mundial em poucos anos, a descoberta da fermentacao
alcodlica em 1856 por Louis Pasteur, e a invengao da refrigeragdo com amdnia em
1875.

No ano de 1842, Josef Groll, um mestre cervejeiro alemao, chamado para
resolver um problema de qualidade da cerveja na cidade de Plzen (Pilsen), atual
Republica Tcheca, desenvolve um estilo focado em uma cerveja clara e fortemente
lupada, carbonatada e com sabor equilibrado, que ficaria conhecida mundialmente
como Pilsen (MEUSSDOERFFER, 2009; MORADO, 2017; POELMANS, SWINNEN,

2011). Mesmo de dificil reprodugéo, ja que o sucesso da Pilsen se deve a agua da
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cidade de Plzen (Pilsen), nos anos seguintes, esse estilo tomaria o cenario
cervejeiro europeu (MEUSSDOERFFER, 2009), e o logo chegaria a outros paises.

Na area da fermentacdo, desde 1837 cientistas como Charles Cagniard-
Latour, Theodor Schwann e Friedrich Kutzing ja defendiam, com base em seus
estudos, que a fermentagao alcodlica era consequéncia bioldgica, e ndo quimica,
como se acreditava inicialmente. Neste contexto, em 1857, pesquisando sobre a
fermentacao latica, o cientista Louis Pasteur detectou ao microscépio a presenca de
diversas estruturas complexas, que, segundo ele, apenas um processo de
organismos vivos seria capaz de gera-las, pois reagdes quimicas originariam
compostos totalmente simétricos, identificando entdo a origem biolégica da
fermentacao, a levedura.

O ano de 1873 também foi marcado por uma importante inovacao
tecnolégica, quando Carl von Linde, um engenheiro alemao, desenvolveu o primeiro
sistema de refrigeracdo mecanica, e o instalou em uma cervejaria (HUNT, ([20--])).
Linde, se baseando no conceito basico de refrigeracdo por expansao,
(DORNBUSCH, ([20--])), utilizou amobnia como fluido refrigerante, dada sua
propriedade de rapido resfriamento, conseguindo criar blocos de gelo. Em especial
na producado cervejeira, a refrigeracdo mecéanica permitia que a bebida fosse
produzida o ano inteiro, ndo sendo mais dependente do gelo natural para regular o
calor gerado durante a fermentacao, e, portanto, ndo havendo mais limitagdes de
producao apenas para os meses de inverno (OLIVER, [20117]). Essa maquina seria

implementada em todas as cervejarias nos anos seguintes (HUNT, ([20--])).

3.1.2 Histéria e influéncias da cerveja no Brasil

A cerveja chegou ao Brasil por volta de 1808, quando o pais estava sobre
dominio da Familia Real Portuguesa, as importagdes de produtos ingleses se
intensificaram, dado a alianga entre Portugal e Inglaterra, com os estilos Pale Ale e
Porter dominantes no mercado (ROTOLO; MARCUSSO, 2019). No entanto, foi
somente a partir 1880, que a cerveja lager alema chegou ao Brasil, e reformulou o
cenario (LAVINSCKY, 2017).

No ano de 1853, na cidade de Petrépolis, o alemao Henrique Kremer funda a
primeira cervejaria do Brasil, a Imperial Fabrica de Cerveja Nacional (MORADO,
2017), que receberia o0 nome de Bohemia em 1989 (BOHEMIA, 2021?). Logo em
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1888, como retratado por Morado (2017), surge a Antarctica Paulista e a Manufatura
de Cerveja Brahma, ambas focadas no estilo Pilsen, ja altamente aceito e
desenvolvido no cenario cervejeiro. Seus primeiros rotulos séo ilustrados na Figura
3.

Figura 3 — Primeiros rotulos das cervejarias brasileiras
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Fonte: Bohem|a (2021?), Ambev (20217)

Em meados de 1896 os impostos sob a importacdo da cerveja aumentaram
drasticamente, e em 1904 um limite para a quantidade de produto importado seria
estabelecido (LAVINSCKY, 2017). Essas mudancas auxiliaram grandemente no
desenvolvimento do mercado produtivo nacional, mesmo que ainda dependente de
importagdes de matérias primas (LAVINSCKY, 2017). Portanto, foi entre os anos de
1890 a 1930 que a industria cervejeira brasileira se desenvolveu, impulsionada
principalmente por empresarios alemaes, portugueses e brasileiros, que baratearam
a produgao e impulsionaram a venda da bebida (MARQUES, 2014).

Em seu livro Larousse da Cerveja de 2017, Morado aponta que, nesse
momento historico, a cerveja era tratada apenas como um produto de consumo em
massa, produzida em grande escala por maquinario industrial, ndo havendo,
inclusive, variedade de estilos. No entanto, o0 mesmo autor reune duas principais
ondas da volta do reconhecimento da producao artesanal. A primeira onda ocorreu
por volta do ano de 1986, impulsionada pelo fim do regime militar e consequente
abertura do pais para importagcdes, o cenario mudou com a inauguragcdo da
cervejaria Bavarian Park, na cidade de Curitiba, e a chegada de uma grande
variedade de estilos mundiais de cerveja aos mercados. A segunda, se deve a
fundacado da DadoBier em 1995, na cidade de Porto Alegre, que foi o primeiro bar-
cervejaria do Brasil, com producdo mais artesanal, e alta influéncia do mercado
americano. Nos anos seguinte, novos bares-cervejarias seriam abertas em todo o

Brasil.
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O aumento significativo do consumo de cerveja no Brasil, e o inicio da
competicdo do processo industrial com o artesanal, fez com que, em 1999, a
Companhia Antarctica Paulista e a Companhia Cervejaria Brahma se fundissem,
resultando no surgimento da Companhia de Bebidas das Américas (AmBev)
(MORADO, 2017). Em breve, a AmBev se fundiria com a empresa belga Interbrew,
tornando-se o maior grupo cervejeiro do mundo (MORADO, 2017).

Segundo dados da Euromonitor Internacional, divulgados pelo G1, o consumo
de cervejas sofreu com quedas desde 2014, mas tem crescido a partir 2018, onde a
venda foi estimada em 12,20 bilhdes de litros por ano, passou a 12,63 bilhdes de
litros em 2019, 13,31 bilhdes de litros em 2020, com projecdes de 13,67 bilhdes de
litros para 2021. Nesse cenario, as marcas mais tradicionais ainda possuem o maior
destaque, com Brahma e Skol dominando o mercado.

Na parcela das cervejas artesanais no mercado brasileiro, o Instituto da
Cerveja do Brasil, em parceria com centenas de microcervejarias, o MAPA, e com
associagdes regionais, fez um minucioso estudo publicado no ano de 2017. Esta
investigacédo de 2 anos, revelou que o Brasil produziu cerca de 91 milhdes de litros
anuais de cerveja artesanal até 2015, o que é considerado apenas 0,7% do mercado
geral de cervejas do pais em 2017. No entanto, o Anuario da Cerveja do MAPA de
2020, demonstra que o mercado de cervejas artesanais tem apresentado um
crescimento acelerado, com dados sobre registro de novas cervejarias perante o
orgdo. Neste documento, o MAPA mostrou que, no ano de 2020, o numero de
registros de estabelecimentos cervejeiros bateu a marca de 1383, 14,4% a mais que
no ano anterior.

Os dados apresentados no Anuario da Cerveja de 2020, ressaltam como o
mercado das cervejas artesanais no Brasil estda em expanséo, e tende apenas a
crescer nos proximos anos, com destaque para a criagdo de novos estilos, a
exemplo da Catharina Sour, primeiro estilo de cerveja totalmente brasileiro
reconhecido e aceito pelo Beer Judge Certification Program (CATHARINA SOUR,
20217?), o cultivo de lupulo em territério nacional, que mesmo tendo crescido 110%
de 2020 para 2021, ainda necessita de grandes volumes de importagcdes, em
consequéncia da alta demanda pela matéria prima (UOL, 2021), e a pesquisa sobre
novas linhagens de leveduras para o mercado cervejeiro, com destaque para um
estudo desenvolvido na USP, onde se catalogou, dentro de uma série de leveduras

coletadas na biodiversidade de culturas do Brasil, uma levedura capaz de suportar
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condigbes extremas de fermentagdo, apta a producdo de cervejas, e trazendo a
bebida complexidade de aroma e sabor (JORNAL DA USP, 2017).

3.1.3 Beneficios a saude

De modo geral, o etanol apresenta beneficios comprovados a saude quando
administrado em doses de aproximadamente 15 gramas diarias para mulheres e 30
gramas diarias para homens, segundo a Organizagdo Mundial da Saude. Como
apresentam Almeida-Pitito et al. (2013), em seu artigo “O lado saudavel do consumo
de bebida alcodlica”, publicado na revista USP, estudos referentes aos beneficios do
consumo controlado de etanol s&o desenvolvidos desde 1986, quando Framingham,
apds acompanhar pacientes de ambos os sexos por 24 anos, encontrou relagao
entre mortalidade mais baixa por doenga coronariana, quando consumidas doses de
etanol recomendadas. Os mesmos autores ainda destacam que inumeros estudos
foram conduzidos na mesma proposta, investigando pacientes que consumiam
etanol moderadamente por 12 a 20 anos, em comparagdo com 0s que se abstinham
totalmente, sendo observadas taxas de mortalidade 10% a 15% menores nesses
pacientes, assim como 30% a 40% menos chance de morte por problemas
cardiovasculares.

Estudos como o INTERHEART, que englobou pacientes de 52 paises,
fizeram associacbes com o consumo moderado de etanol e a reducdo da ocorréncia
de infarto agudo do miocardio (YUSUF et al.,, 2004). Almeida-Pitito et al. (2013),
ainda demonstram dados do Nurses’ Health Study, que em 26 anos de estudo,
puderam assimilar menores risco de AVC hemorragico ou isquémico em mulheres
que consumiam as doses diarias indicadas pela OMS, em comparacdo com as que
se privavam do consumo. Além das inumeras pesquisas relacionadas com os
beneficios cardiovasculares do consumo de etanol, ha também estudos que
verificaram o menor risco de diabetes tipo 2 em pacientes que fazem o uso de doses
recomendado de etanol (ANDRADE; OLIVEIRA, 2009).

Quando se trata de cerveja, a ingestdo diaria recomendada pela OMS se
baseia na graduacgdo alcodlica da bebida, ficando em torno de 350 mL para
mulheres e 700 mL para homens, considerando uma porcentagem de 5% em
volume de alcool. Siqueira et al. (2008) fazem um aprofundado estudo referente aos

compostos benéficos presentes na bebida. Os autores, assim como a Associacao
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Brasileira da Industria da Cerveja, apresentam que, além dos beneficios do etanol
da bebida, a composi¢cao da cerveja é rica em selénio, silicio, compostos fendlicos,
sais minerais, e vitaminas do complexo B, como folatos e riboflavina. Essas
substéncias conferem a cerveja propriedades anti-inflamatérias, melhora a
circulacdo cerebral, aumenta o colesterol bom, diminui as incidéncias de AVCs,
possui altas quantidades de ferro, em especial nas cervejas escuras, 0 que auxilia
na oxigenacéao do corpo, e melhora a densidade 0ssea.

Os beneficios da cerveja sdo oriundos principalmente do malte e do Iupulo,
variando de acordo com as quantidades e caracteristicas dos insumos utilizados
(ALMEIDA-PITITO et al., 2013). Os compostos fendlicos, por exemplo, em especial
os polifendis e os prenilflavondis, se encontram em grande parte no malte e no
lupulo, respectivamente (SIQUEIRA et al., 2008). Estes compostos sdo os
responsaveis pelas propriedades redox da bebida, influindo no nivel de lipideos do
plasma e, consequentemente, aumentando a capacidade anticoagulante do
organismo (SIQUEIRA et al., 2008). Autores como Almeida-Pitito et al. (2013) e
Siqueira et al. (2008) citam com destaque o composto fendlico xanthohumol,
presente na cerveja, € um agente inibitério de enzimas proé-inflamatérias e proé-

carcinogénicas.

3.1.4 Estilos de cerveja

O Guia de Estilos de Cerveja do BJCP - Beer Judge Certification Program —
trata-se de um itinerario sobre inumeros estilos de cerveja artesanal, seguidos por
toda a comunidade cervejeira, servindo como parametro para o produtor caseiro e
como manual para importantes competicdes. Este guia descreve caracteristicas
sensoriais como aroma e sabor, os ingredientes caracteristicos, parametros
analiticos como percentual alcodlico e amargor, e ainda apresenta uma breve
historia sobre cada estilo.

As descricbes apresentadas nesse manual serdao adotadas como critério de
comparacgao entre as cervejas fermentadas com leveduras convencionais, e com a
Sacch. cerevisiae var. boulardii para os estilos abaixo, que fazem parte do presente

estudo.
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3.1.4.1 American lager (Pilsen)

Pelas definigdes do guia BJCP (2015), o estilo lager possui alta carbonatagéo,
coloragdo muito clara, sabor neutro e amargor baixo. Possui cor amarelo claro, com
espuma branca limpida e pouco persistente. Seu aroma de malte é quase ausente,
podendo remeter a granulado, doce ou milho assim como seu sabor. O aroma de
lupulo deve ser leve, com notas de condimento e floral, e € ideal que seu amargor ao
paladar seja baixo. O importante nesse estilo € o equilibrio suave entre o maltado e
0 amargo.

Ainda seguindo as orientagdes do BJCP para este estilo, a densidade-original
(Original Gravity - OG) caracteristica deve estar entre 1040-1050, a densidade-final
(Final Gravity - FG) entre 1004-1010, o amargor em Unidades Internacionais de
Amargor (International Bitterness Units - IBU) entre 8 e 18, o teor de etanol por
volume (ABV) entre 4,2 e 5,3%, e a cor se fixa entre palha e amarelo, de acordo com
Standard Reference Method (SRM) (BJCP, 2015).

3.1.4.2 Indian Pale Ale (IPA)

Com uma cor dourado médio a leve ambar-avermelhado, de espuma limpida
e persistente, as cervejas do estilo IPA tém um intenso aroma de lupulo com notas
citricas, floral, pinho, condimento, frutas tropicais e de carogo, entre outras. E
interessante para o estilo apresentar aroma de lupulo fresco e malte granulado-
maltado, mas pouco ou nada de grama verde e/ou frutado de levedura. Igualmente
presente no sabor, o lupulo se destaca pela intensidade, conferindo intenso amargor
a cerveja, refletindo no paladar as mesmas caracteristicas citadas para o aroma.
Tendo um final seco a meio seco, o malte deve ter um sabor leve de granulado-
maltado, com possiveis notas suaves de caramelo ou tostado, mas com baixo a
ausente dulcor. Sua carbonatagcdo € média-alta, com pouca sensacido alcodlica
presente ao paladar (BJCP, 2015).

Os parametros analiticos de qualidade ficam entre 1,056 a 1,070 para OG,
1,008 a 1,014 para a FG, IBU entre 40 e 70, ABV entre 5,5 e 7,5%, e SRM de ambar
profundo a cobre (BJCP, 2015).
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3.1.4.3 Belgian Golden Strong Ale (BGSA)

E um estilo de complexos aromas como éster de pera, maga ou laranja, fenol
apimentado, lupulo floral, alcoois suaves, e um discreto malte granulado doce. As
cervejas BGSA possuem cor dourada com espuma branca persistente, e
caracteristicas ao paladar muito similares as aromaticas. A alta carbonatacao, o final
seco e o perceptivel calor alcodlico, o éster frutado, os fendis e lupulos picantes, o
amargor marcante, e a sensagao suave com relagdo aos alcoois, conferem alguns
dos atributos desse estilo (BJCP, 2015).

Para que se enquadre como uma Belgian Golden Strong Ale, a cerveja deve
apresentar OG entre 1,070 e 1,095, FG entre 1,005 e 1,016, teor alcodlico em 7,5-
10,5%, cor de amarelo a ouro, e IBU de 22 a 35 (BJCP, 2015).

3.1.5 Parametros legais da producao de uma cerveja

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, MAPA,
conforme definido no art. 13, da Instrugdo Normativa n° 65, de 10 de dezembro de
2019, publicada no Diario Oficial da Unido, a cerveja deve ser constituida,

obrigatoriamente por:

| - agua potavel, conforme estabelecido em legislacdo especifica do
Ministério da Saude;
Il - malte ou seu extrato, conforme definicdo do art. 4°, exceto para as
bebidas definidas no art. 10, incisos lll e IV;
Il - ldpulo ou seu extrato, conforme definicdo do art. 8°, exceto para a
"cerveja gruit"(BRASIL, 2019, p.3).

Além disso, o art. 14 da mesma Instrugdo Normativa informa os ingredientes

opcionais da cerveja, que sao:

| - adjuntos cervejeiros, conforme definicdo do art. 6°;

Il - ingredientes de origem animal, vegetal ou outros ingredientes aptos para
o consumo humano como alimento, obedecidos os respectivos
regulamentos técnicos especificos;

Il - levedura e outros microrganismos fermentativos utilizados para
modificar e conferir as caracteristicas tipicas préprias da cerveja, desde que
garantida sua inocuidade a saude humana (BRASIL, 2019, p.3).

Ainda, conforme Decreto n° 9.902, de 8 de julho de 2019, art. 36, a
fermentacdo € elemento primordial para a producdo de cerveja, processo esse
executado pela levedura, seja ela adicionada a receita, ou advinda dos cereais ou do
proprio ambiente. De forma simplificada, a fermentagao consiste no consumo da

glicose presente no mosto pela levedura, que, por meio do metabolismo anaerdbio,
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produz gas carbdnico e alcool. De uma forma mais cientifica, pode-se afirmar que a
fermentacdo € um processo no qual o receptor final de elétrons € um composto
organico, sendo, neste caso, o acetaldeido.

A legislacao apresenta ambitos analiticos necessarios aos produtos, a fim de
garantir sua qualidade e padronizagdo. Conforme estabelecido no Decreto n° 9.902,
art. 36 de 8 de julho de 2019:

Cerveja é a bebida resultante da fermentagdo, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocgao adicionado de lupulo ou extrato de
lupulo, hipoétese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de
malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro (BRASIL,
2019, p.1).

Com essa definicdo, a Instrugdo Normativa N° 65, de 10 de dezembro de
2019 do Diario Oficial da Unido, apresenta nos artigos 7, 10, 11, 17 e 27, os padrbes
de identidade e qualidade obrigatérios das cervejas. O art. 19 do capitulo 5 da
mesma Normativa, instaura que os parametros analiticos devem ser aplicados pelos
meétodos estabelecidos na Convencgao de Cervejeiros da Europa — EBC, e no art. 22,
que o aroma e sabor da bebida ndo devem ser estranhos, mas sim particulares do
estilo proposto pela cervejaria. No art. 18, fica estabelecido que contaminantes
microbiolégicos ndo podem ser superiores aos ja regulamentados pelos 6érgaos
correspondentes.

Sendo assim, para que um produto seja caraterizado como cerveja, deve ser
feito a base de malte de cevada ou outros cereais como adjunto, lUpulo, agua e
levedura. Deve também possuir extrato primitivo em peso maior que 5%, seu mosto
deve ser constituido por, no minimo, 55% de malte de cevada, e no maximo 45% de
adjuntos cervejeiros. Além disso, deve apresentar graduagdo alcodlica acima de
2,0% em volume, a producao deve ter ocorrido sem a utilizagdo de edulcorantes, e
os aditivos e coadjuvantes utilizados devem ser autorizados e segir as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA. Como padrao microbiolégico, a
Normativa considera que apenas a auséncia de coliformes termotolerantes é
significativo (BRASIL, 2019).

O Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, foi o primeiro a se referir
integralmente a bebidas alcoodlicas fermentadas em sua secdo Ill. Nele eram
estabelecidos mais alguns paréametros legais como cor da cerveja, e tipo da
fermentacao, padrées que foram revogados em 2019, mas que ainda podem ser

encontrados em alguns roétulos, e sdo bem quistos pela comunidade cervejeira.
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3.2 ETAPAS DA PRODUGAO CERVEJEIRA DO PONTO DE VISTA
METODOLOGICO E BIOQUIMICO

Para a fabricacdo de um produto de qualidade, ha trés processos
operacionais principais de controle que devem ser seguidos:

1. Regulagem de temperatura, para evitar a desnaturacdo de enzimas
primordiais ao processo, garantir o maximo de agucares basicos
fermentesciveis possivel, e controlar o metabolismo fermentativo;

2. Baixo pH, para evitar acdo bacteriana, assim como conferir os aromas
particulares da cerveja por meio de compostos como alcoois, ésteres e
compostos de enxofre;

3. Mensuracao de densidade, para avaliar a cinética de fermentacao;

Esses controles operacionais devem ser seguidos até a elaboragdo completa
de uma cerveja, que envolve um processo em cinco etapas basicas: malteagao,
mostura, fervura, fermentacdo e maturagdo (RIBEIRO, 2020; SIQUEIRA et al.,
2008).

3.2.1 Malteacao

A primeira etapa é a malteagéo, técnica muitas vezes nao realizada pelo
cervejeiro, ja que o malte € vendido pronto pelas maltarias, nas condigdes propostas
para cada estilo de cerveja. Todavia, esse processo € de extrema importancia para
se produzir um malte de qualidade, pois baseia-se no fornecimento das condigdes
adequadas ao grao para sua germinagao, visando a liberagéo de enzimas de quebra
do amido, e posterior secagem e/ou torrefagdo, para interromper a germinagdo em
temperaturas definidas pelo estilo de cerveja proposto (MORADO, 2017; RIBEIRO,
2020; WHITE; ZAINASHEFF, 2020).

Na malteacgao, tradicionalmente é utilizado o grdo de cevada (Figura 4), sendo
possivel também a utilizagdo de trigo e aveia. No primeiro momento, esse grao
passa pelo processo de maceragao, onde ocorre o fornecimento de oxigénio e agua,
para despertar o grao da dorméncia (MORADO, 2017).
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Figura 4 — Estruturas do grao de cevada

Granulos de amido

Fonte: Labgrédos (20217)

Posteriormente, ocorre a germinagéo controlada (Figura 5), momento no qual
se forma a radicula e a acrospira no grao, como exibido na Figura 6 (MORADO,
2017), ocorrendo também, a produgao de enzimas que degradam a parede celular
do endosperma do grdo, a-amilases e B- amilases, que quebraram as grandes
cadeias do amido presente no endosperma do grdo em agucares fermentesciveis, e
de enzimas que quebraram as proteinas contidas no malte (RIBEIRO, 2020; WHITE;
ZAINASHEFF, 2020). Nessa etapa, o tempo que o grao ficara germinando
influenciara na disponibilidade de acucar para a levedura, devendo-se tomar cuidado
para que o amido n&o seja convertido inteiramente em agucares simples, assim,
permite-se que o cervejeiro controle posteriormente o grau alcodlico da cerveja
(MORADO, 2017).
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Figura 5 — Grao de cevada em processo de germinacao

Fonte: Labgraos (20217)

Figura 6 — Formacé&o da acrdspira e da radicula
Radicula

Flumula

-

Dia §

Fonte: Rodrigues; Moraes; De Castro (2015)

Por fim, o malte passa pela secagem altamente controlada através da
circulacdo de ar quente, para evitar a total inativacdo das enzimas que serao
necessarias na mostura (PALMER, 2017). Unido a secagem, é possivel realizar a
torrefacédo, que, de acordo com a intensidade dos dois processos - Figura 7, pode
conferir ao malte coloragdes, aromas e sabores neutros, de caramelo, de cacau, de
biscoito, de crosta de péo, e de café (MORADO, 2017; PALMER, 2017). A
veeméncia com que a secagem e a torrefagdo sdo empregadas, influenciara

diretamente na quantidade de enzimas que permanecera viavel para 0s processos a
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seguir, mas também elimina umidade do gréo, o que diminui os riscos de ataques

fungicos na armazenagem (MORADO, 2017).

3.2.2 Mostura

O processo de mostura, € aquele que, através da adicdo de agua ao malte,
ocorre a total ativagcdo das enzimas responsaveis pela quebra do amido e de
proteinas, que serdo a fonte de nutriente para a levedura durante a fermentacao
(RIBEIRO, 2020). Nessa etapa, é necessario ativar enzimas especificas através de
rampas de temperatura controladas e particulares (RIBEIRO, 2020), sendo
necessario também evitar que ocorra uma mostura acima de 72°C, pois isto acarreta
na desnaturacado proteica (MORADO, 2017; ROSA; AFONSO, 2014), tornando o
mosto ainda rico em acucares complexos, e consequentemente pouco fermentavel.

A molécula do amido é uma complexa e enorme cadeia formada por glicoses,
ora colocadas de forma linear, as amiloses como na Figura 8, ora ramificadas, as
amilopectinas, como representadas na Figura 9 (RIBEIRO, 2020). Contudo, o mosto
cervejeiro estd sendo preparado para a fermentagédo, papel desempenhado pela
levedura, que possui a capacidade de consumir apenas agucares mais simples,
como monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos (PALMER, 2017 p. 87).
Sendo assim, para uma cerveja de qualidade, é importante que no mosto haja

concentracdes maiores dos chamado agucares fermentesciveis.
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Figura 8 - Cadeia da amilose
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Figura 9 — Cadeia da amilopectina
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Durante a mostura, as rampas de temperatura, variagées de temperatura por
faixas de tempo ao longo do processo, sédo indispensaveis, para que as enzimas
comecem a se solubilizar na solugdo, e para que ocorra a ativagdo de enzimas
proteoliticas, e também das enzimas amiloliticas, como a a-amilase e a B-amilase
(MORADO, 2017; RIBEIRO, 2020). Morado (2017) expde que, apesar se variar de
cervejaria para cervejaria, algumas faixas de temperatura sdo amplamente
empregadas, a fim de desempenhar funcdes diferentes. O autor apresenta que,
temperaturas entre 40 a 45°C, favorece a agado de enzimas como as betaglucanases
e as celulases, o que facilitara a solubilizagdo do amido. Ja entre a faixa de 50 a
55°C, ocorre o repouso proteolitico, onde ha a quebra de algumas proteinas do
malte, regulando a espuma e o brilho da cerveja. Entre 60 a 72 °C, as enzimas que
atuam na hidrélise do amido sao ativadas, o que determina o corpo da cerveja,
sendo que, acima dessa temperatura, as enzimas comegam a sofrer desnaturacao,
€ 0 processo cessa estabilizando o mosto final.

Ribeiro (2020) esclarece como ocorrem as rampas de temperatura, que iram
priorizar a agao das enzimas que hidrolisam o amido, e que sao fundamentais para a
producdo da cerveja. A a-amilase (Figura 10), que atua integralmente entre 65 e
75°C, quebra o amido em qualquer ponto de sua cadeia, de forma totalmente

aleatdria (Figura 11). Essa acédo pode gerar alguns agucares fermentesciveis, mas
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uma maior quantidade de dextrinas, agucares menores, mas nao consumidos pela
levedura, que, quando priorizada essa faixa de temperatura, da-se origem a uma
cerveja encorpada, com dulgor residual, e pouco alcoodlica. Ja a B-amilase (Figura
10) atua melhor entre 60 a 65°C, quebrando o amido nas extremidades das cadeias,
originando maiores quantidades de acgucares fermentesciveis (Figura 11) como a
maltose, a glicose, e a maltotriose (SIQUEIRA et al., 2008; MACEDO; BOLLINI,
2009). Quando priorizada a temperatura de ativagao da 3-amilase, a cerveja tera um
carater mais seco, e com maior teor alcodlico. Portanto, para um produto de
caracteristicas equilibradas, as faixas de temperatura empregadas devem permitir a

boa atuagao das duas enzimas.

Figura 10 — Estrutura molecular das enzimas de hidrélise do amido
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Figura 11 — Atuacéo das amilases na cadeia do amido
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Dentro da industria cervejeira, durante o processo de mostura, ha um método
desenvolvido para compreender quando o processo foi efetivo. O teste do iodo
consiste na retirada de algumas gotas do mosto cervejeiro em parcelas de tempo,
para mistura-lo com tintura de iodo a 2%. Quando a partir dessa mistura é detectada
a coloragao azul escura, assume-se que o processo ainda nao foi efetivo, e partir do
momento que se verificar uma coloragao alaranjada, considera-se que a hidroélise foi
completa (UFPB, 2017). Essa comparagdo pode ser visualizada na Figura 12.
Segundo publicagdo do Laboratério Didatico de Bioquimica da Universidade Federal
da Paraiba (2017), como o amido é composto por amiloses e amilopectinas, que sao
polissacarideos de alto peso molecular, elas estdo sujeitas a reagdes de
complexacado, formando compostos coloridos. Conforme verificou a pesquisa,
quando ainda ha presenga de muitos agucares complexos no mosto, a coloragao da
solucgao fica azul pois o iodo fica aprisionado nas cadeias de amilose e amilopectina.
No momento em que a hidrélise do amido estiver completa, a coloracao sera a cor
caracteristica do iodo, ja que as reagdes de complexagdo ndo ocorreram mais de

maneira intensa.

Figura 12 — Teste do iodo

Fonte: Concerveja (2016)
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Por fim, para finalizar a mostura, ocorre o processo conhecido como Mash
Out, onde a temperatura do mosto é elevada em torno de 78°C, com o objetivo
principal de desnaturacdo enzimatica, a fim de estabilizar o mosto que ja sofreu a
hidrolise necessaria (RIBEIRO, 2020).

3.2.3 Fervura

Depois da mostura, é realizada uma filtracdo simples do mosto, para retirada
principalmente da casca do malte, assim como uma posterior lavagem desses
bagacos, a fim de extrair os agucares fermentesciveis que ainda esta embebido nas
cascas (mosto secundario), melhorando o rendimento do processo (MORADO, 2017;
ROSA; AFONSO, 2014). Em seguida, o mosto primario € misturado ao mosto
secundario, e ocorre a fervura, processo que dura normalmente de 60 a 90 min,
onde, parcelas de lupulos, nas formas apresentadas na Figura 13, e de aditivos,

quando vinculadas a receita, sao adicionados gradativamente (PALMER, 2017).

Fonte: Cerveja da Casa (2018)

A fervura tem por objetivos principais a inativagao das enzimas que ainda
podem estar agindo, e assim estabilizar a composi¢cédo do mosto, esteriliza-lo para
evitar agado de outros microrganismos durante a fermentagéo, evaporar compostos
que conferem sabores e aromas indesejaveis por meio da volatilizagao, liberar os a-
acidos presentes no lupulo, que seréo responsaveis pelo amargor e parte do aroma

da bebida, assim como promover reacdes de caramelizacido, que influenciardo na
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cor e no aroma da cerveja (MORADO, 2017; RIBEIRO, 2020; ROSA; AFONSO,
2014; SIQUEIRA et al., 2008).

Palmer (2017), no quarto capitulo de seu livro How to Brew, traz o quanto a
fervura é importante para se iniciar a fermentacao, apresentando as reacdes de
Maillard, que séo responsaveis por parte da cor e sabor da cerveja, e sdo afetadas
pelos ingredientes iniciais da bebida, pela temperatura da fervura, e pelo tempo total
do processo. As reacdes de Maillard sdo ligagdes quimicas de agucares simples e
aminoacidos, que acabam por gerar melanoidinas e compostos heterociclicos,
responsaveis por conferir cheiros e sabores em qualquer processo de cozimento
(PALMER, 2017).

Também de extrema relevancia durante a fervura esta a adigao de lupulo, que
de acordo com o estilo da cerveja, pode ocorrer durante todo o processo, ou apenas
em um momento, o que ira definir a intensidade do amargor da cerveja (RIBEIRO,
2020 p. 36). Durante a fervura, o lupulo expele seus a-acidos (Figura 14), que
entram em solugéo, e sdo os provedores do amargor da cerveja (ROSA; AFONSO,
2014). Um acréscimo aromatico também advém do tipo de lupulo utilizado, dado
seus Oleos essenciais (ROSA; AFONSO, 2014) e polifendis (MORADO, 2017),
igualmente liberados durante a fervura do mosto. Além das qualidades sensoriais e
de conservacao, a presencga do lupulo na cerveja também confere a ela quantidades
significativas de vitaminas C e D (MORADO, 2017), assim como um potencial anti-
oxidante (SIQUEIRA et al., 2008; MACEDO; BOLLINI, 2009).

Figura 14 — Estrutura quimica dos compostos presentes no Iupulo

alfa-acidos iso-alfa-acidos heta-acidos

Fonte: Centro de Tecnologia Senai - Alimentos e Bebidas (20217)
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3.2.4 Fermentacao

Logo apds a fervura, o mosto deve ser resfriado, e é realizada a inoculagéo
da levedura especifica ao estilo, para que aconteca a fermentagcéo. Nessa etapa, €
importante garantir que as quebras enzimaticas ocorridas nos processos anteriores
tenham sido efetivas, pois se houver maiores quantidades de agucares complexos
do que simples, a levedura nao tera capacidade de fermentar adequadamente.

Dentro do processo cervejeiro, para a produg¢ao do etanol, € necessario que a
levedura esteja em condicbes de anaerobiose. Porém, no primeiro momento do
processo, Palmer (2017), Ribeiro (2020) e White & Zainasheff (2020) alegam que é
imprescindivel que haja uma quantidade de oxigénio no ambiente, pois as leveduras
precisam sintetizar acidos graxos insaturados e esterdis que sdo necessarios na
formacgao e conservagcdo de suas membranas celulares, processo possivel apenas
em aerobiose, e que permite sua reproducao adequada. Ribeiro (2020) também traz
que, a falta de oxigenagdo no mosto faz com que as leveduras ndo produzam o
acetil-CoA, coenzima responsavel por iniciar a biossintese desses acidos graxos, e
produzida apenas no ciclo de Krebs.

Como apresentado por Palmer (2017), em seu livro How to Brew, os agucares
presentes no mosto cervejeiro, por ordem decrescente de concentracdo sao
maltose, dextrinas, maltotriose, glicose, sacarose e frutose. Além de agucares, o
mosto cervejeiro ainda é rico em proteinas coaguladas, aminoacidos e peptideos
livres, e substancias de aromas advindos do malte e do lupulo, todos em
concentracbes adequadas para que o processo ocorra de maneira saudavel
(RIBEIRO, 2020). Um problema possivel quando ha pouca quantidade de
aminoacidos livres, por exemplo, € um estresse fermentativo por falta de cofatores, o
que resulta em uma fermentagdo lenta, e a produgcdo de sabores e aromas
desagradaveis (RIBEIRO, 2020).

Com a aeracdo adequada do mosto, inicialmente as leveduras oxidam o
piruvato em CO2 e H20 para se reproduzirem rapidamente e aumentar a
permeabilidade e transferéncia de nutrientes de suas membranas. (SIQUEIRA et. al,
2008; WHITE; ZAINASHEFF, 2020). Apos a fase de crescimento, as leveduras
passam a consumir 0s agucares mais simples do mosto, comegando pela glicose,
frutose e sacarose, passando pela maltose, e em seguida a maltotriose (PALMER,

2017). Elas realizam essa sintese por meio da difus&do facilitada, onde os agucares
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passaram para dentro da célula, onde enzimas sintetizadas pela propria levedura
fazem a quebra das cadeias dos dissacarideos e dos trissacarideos, que entraram
como glicose na via glicolitica, para dar inicio a fermentacdo (UNIVERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA, 2018; WHITE; ZAINASHEFF, 2020).

Na fermentacéao alcodlica, Ribeiro (2020) e Tortora (2017) seguem elucidando
que ha formacgdo de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzido (NADH),
carregadora de elétrons, de Adenosina Trifosfato (ATP), e de piruvato. Em
condigbes de privagdo de oxigénio, este ultimo € convertido em CO2 e acetaldeido
pela enzima piruvato-descarboxilase. Finalmente, a enzima desidrogenase alcodlica
transforma o acetaldeido no produto pretendido, o etanol, pela concomitante
reducdo do acetaldeido e oxidacdo do NADH. Nesta reacdo, a molécula de
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Oxidado (NAD*) precisa ser regenerada,
processo que, em anaerobiose, ocorre durante as reagdes de produgao do etanol.
Além dos produtos principais da fermentacédo alcodlica, ha formacdo de produtos
secundarios durante todo o processo. Dentre estes subprodutos estdo o acetaldeido
e as dicetonas vicinais (diacetil); acidos citrico, acético, propiénico, piruavico,
succinico e axaloacético; acetatos de isoamila, etila e n-propila; dimetil sulfito e
dioxido de enxofre; alcoois superiores como 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-
1-butanol e 3-metil-1-butanol (ROSA; AFONSO, 2014; SIQUEIRA et al., 2008;
MACEDO; BOLLINI, 2009).

Figura 15 — Processo de fermentacao alcodlica
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Fonte: Nelson; Cox (2014)

Tortora (2017) demonstra que as coenzimas reduzidas, em especial o NADH,
transferem os elétrons do processo para o piruvato e derivados, que sao
considerados os aceptores finais de elétrons. Eles serdao entao reduzidos ao produto
principal da fermentacdo, o etanol, assim como a subprodutos. Os autores ainda

ressaltam que o processo de fermentacdo alcodlica possui baixo rendimento
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energético, ja que o aceptor final de elétrons ndo € uma molécula de O2, como no
metabolismo aerdbio, com geragcdo de apenas duas moléculas de (ATP) por
molécula de glicose.

Para regular adequadamente todo esse processo de fermentagdo, os
cervejeiros desenvolveram alguns parametros a serem seguidos, tais como a
genética da levedura, que deve ser de bom fornecedor, fresca, refrigerada e
hidratada corretamente; a temperatura em que o processo acontece, pois a fase de
crescimento celular gera calor, fazendo com que a levedura produza substancias
indesejadas, causando dorméncia e até morte celular; o tempo de fermentacao, que
deve ser suficiente para a atenuacdo do mosto; e a pressdo de ar dentro do
fermentador, controlada por algum equipamento para que n&o interfira no
metabolismo da levedura, e nem prejudique o produto final (MORADO, 2017,
PALMER, 2017; RIBEIRO, 2020).

3.2.5 Maturagao

Depois de fermentar o mosto, se faz necessaria a maturagdo por fatores
como o consumo dos agucares residuais pela levedura, a absor¢gao de compostos
indesejaveis a cerveja, emprego do frio para dificultar a proliferagdo de
microrganismos, carbonatagéo natural e decantagdo das leveduras para clarificagao
da bebida (MORADO, 2017; RIBEIRO, 2020; ROSA; AFONSO, 2014). Esse
processo necessita de tempo, em torno de 6 a 30 dias, dependendo do estilo da
cerveja, para que a levedura consiga desempenhar integralmente seu papel, e para
que o frio preserve as caracteristicas sensoriais desejadas (RIBEIRO, 2020; ROSA;
AFONSO, 2014; SIQUEIRA et al., 2008; MACEDO; BOLINI, 2009).

E na etapa da maturacdo que se deve acrescentar os condimentos,
vinculados ao estilo e a receita (MORADO, 2017). E também nesse momento que se
efetua o processo conhecido como Dry Hopping, onde € acrescido lupulo ao mosto,
por meio da infusdo a frio, com o objetivo de intensificar o aroma e o amargor da
cerveja, assim como trazer frescor a bebida (MORADO, 2017).

Durante a fermentagéo, além do etanol e do gas carbénico, a levedura produz
naturalmente outros compostos, alguns deles conhecidos como off-flavors, que vao
conferir aromas e sabores desagradaveis a bebida. Alguns exemplos desses séo o

acetaldeido, que gera forte sabor de uvas e/ou maga verde (RIBEIRO, 2020;
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PALMER, 2017), e o diacetil que conferem caracteristicas amanteigadas a cerveja
(RIBEIRO, 2020; PALMER, 2017). Pequenas quantidades de alguns desses
compostos € consideravel aceitavel no produto final, sendo que alguns estilos
inclusive exigem as caracteristicas sensoriais transmitidas por estes compostos
(MORADO, 2017). No entanto, para que esses off-flavors nao ultrapassem os
limites, € na maturagdo que eles sao reduzidos a niveis desejaveis, tornando a
cerveja uma bebida agradavel.

Logo apos a fermentagcdo, a maioria dos agucares fermentesciveis foram
consumidos, muitas células de levedura ainda estdo ativas em suspenséao, e estas
necessitam de uma alternativa de alimento para continuar sua reprodugao
(PALMER, 2017). Entao, inicialmente a levedura consome uma boa parte do agucar
residual que possa permanecer na cerveja em uma fermentagdo secundaria, e em
seguida elas iniciam o processo de “limpeza” da bebida, consumindo grande parte
dos compostos indesejaveis produzidos por elas mesmas, tais como acetaldeido,
diacetil e compostos sulfurados (ROSA; AFONSO, 2014).

Normalmente, a maturagdo € dividida em duas etapas. Em primeiro lugar, na
etapa quente, ocorre a quebra enzimatica do diacetil e seu consumo pela levedura, a
reducdo do acetaldeido em alcoois simples, assim como a absor¢cao de outros
subprodutos indesejaveis (PALMER, 2017; RIBEIRO, 2020; ROSA; AFONSO, 2014).
Na etapa de frio, as leveduras sofrem decantacdo, resultando na clarificacdo da
bebida, estabilizando-a e prevenindo futuras oxidagbes (PALMER, 2017; RIBEIRO,
2020; ROSA; AFONSO, 2014). Sensorialmente concluida, a cerveja pode ser
engarrafada e vendida.

3.2.6 Analises da cerveja

Para garantir as exigéncias legais apresentadas na secao 3.1.4, e garantir

que a bebida produzida possa ser comercializada como cerveja, devem ser

realizadas analises fisico-quimicas, que sao descritas abaixo.



40

3.2.6.1 Anaélises fisico-quimicas

3.2.6.1.1 Densidade relativa

A densidade relativa da cerveja determina, basicamente, o quao efetiva foi
sua fermentagcdo. Como retratado por Morado (2017), em seu livro Larousse da
Cerveja, no momento da mostura, o amido presente no malte é liberado e quebrado
em agucares fermentesciveis e ndo fermentesciveis, aumentando a densidade do
mosto. Partindo do valor de densidade padrao da agua (1 g/cm?3), considera-se que,
quanto mais alta a densidade inicial do mosto, maior a quantidade de acgucares
fermentesciveis presente nele (MUXEL, 2016). Sendo assim, como a levedura
consumira esses agucares e produzira etanol, a densidade final da cerveja deve
estar relativamente mais baixa que sua densidade inicial, determinando quanto
agucar foi consumido, e consequentemente o teor alcodlico da cerveja (MORADO,
2017).

3.2.6.1.2 Extratos original, real e aparente

Como determinado pelo MAPA (BRASIL, 2019, p. 2), na Instrugcdo Normativa
n° 65, de 10 de dezembro de 2019, o extrato original € definido como “a quantidade
de substancias dissolvidas (extrato) do mosto que deu origem a cerveja e deve ser
sempre maior ou igual a 5,0% em peso”, ou seja, € a quantidade de substancias
solubilizadas antes de iniciar a fermentagdo. Ja o extrato aparente refere-se a
quantidade de extrato durante a fermentacéo, ndo levando em conta o erro analitico
causado pela diferenca de densidade entre a agua e o alcool (JUNIOR et al., 2009).
Quando se trata do extrato real, este também quantifica o extrato durante a
fermentacdo, porém, ja com a corregao analitica necessaria, dada a presenca do
alcool (JUNIOR et al, 2009). Em grande parte, esses extratos s&o acucares, ou seja,
quantifica-los permite compreender qual a disponibilidade de alimento para a
levedura, assim como a produgdo de etanol de acordo com o consumo desses
extratos, durante a fermentacdo (HENDGES; HENDGES, 2019).
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3.2.6.1.3 Graduacao alcodlica

Pela legislacdo brasileira, quando a graduagao alcodlica da cerveja estiver
acima de 0,05%, esta informacado deve estar no rotulo do produto (MAPA, 2019). Ela
€ altamente influenciada pela mostura, quando enzimas séao liberadas, em rampas
de temperatura especificas, quebrando o amido em dextrinas e acgucares
fermentesciveis (RIBEIRO, 2020, p. 35). Se ha maior presenca de dextrinas, o mosto
€ pobre em alimento para a levedura, e consequentemente o teor alcodlico da
cerveja sera menor, conferindo ao produto corpo e dulgor (RIBEIRO, 2020, p. 74). Ja
quando a mostura priorizar a quebra em agucares fermentesciveis, a cerveja tera
mais alcool, e um carater seco (RIBEIRO, 2020). Portanto, a graduagao alcodlica se
refere a qualidade da mostura e da fermentacdo, demonstrando quanto agucar
estava presente no mosto, e quanto alcool a levedura conseguiu produzir por volume
de produto (HENDGES; HENDGES, 2019).

3.2.6.1.4 Cor

A cor da cerveja € um parametro que, em 2019, foi revogado perante a lei,
porém, ainda € comum encontra-la nos rétulos, por ser muito caracteristica do estilo
de malte utilizado e de sua torrefagdo. O European Brewing Convention, ou EBC, é
como se padroniza a cor da cerveja, método desenvolvido pelo British Brewing
Institute, com cerca de 20 escalas de cores visuais (VERONESE, 2017). Ha ainda
um método analitico de definicdo de cor da cerveja, realizado por meio

espectrométrico em comprimento de onda de 430 nm, seguindo a Formula 1:

C=25‘A430'f

Sendo C o comprimento de onda em EBC, 25 o fator de multiplicacao, A430 a
absorbancia, e f o fator de diluicdo (EBC, 2010).

3.2.6.1.5 Calorias

Segundo Mark Eurich, presidente do comité técnico da America Association of

Brewing Chemists, as calorias de uma cerveja provém das proteinas, do etanol, e
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dos carboidratos, advindos do malte utilizado no processo de fabricagdo da bebida.
Especialmente o etanol, a cada grama consumida, € capaz de fornecer 7,1 kcal ao
individuo, nutrindo até 10% das necessidades cal6ricas diarias, quando ingerido em
quantidade recomendadas (GUIMARAES et al., 2013). Sendo assim, se o objetivo é
a produgao de uma bebida com apelo mais saudavel e nutricional, compreender o
percentual calérico de diferentes estilos de cerveja permite uma observagao

detalhada das vantagens e desvantagens do produto.

3.2.6.1.6 Amargor

O amargor caracteristico de uma cerveja advém, principalmente, de
compostos conhecidos como iso-a-acidos, presentes no Iupulo, e isomerizados
durante o processo de fervura (ALMAGUER, 2014). Moritz e Morris (1981) atribuem
ao lupulo diferentes caracteristicas da cerveja, tais como sensoriais, a exemplo do
sabor e do aroma, microbioldgicos, auxiliando na esterilizagdo do mosto, e atribuindo
um efeito bactericida a bebida, e fisico-quimicos, precipitando determinados
compostos nitrogenados do mosto, e agindo como um agente clarificante. Alguns
autores ainda indicam que o amargor pode advir de outras fontes, como Hough
(1961), que determina a influéncia do tipo de levedura utilizada, assim como Laws
(1972), que categoriza também a interferéncia do método de fermentacdo. Como
forma de quantificar numericamente o amargor da cerveja, as instituicbes oficiais
americana e europeia aceitam o padrao de Internacional Bitterness Units (IBU), que
pode ser determinado por método espectrofotométrico (HOWARD, 1968), por meio
de calculos que consideram a quantidade de lupulo utilizado na receita, a sua
porcentagem de a-acidos, a densidade antes da fervura, e o tempo da mesma
(DINSLAKEN, 2016), ou entdo por softwares como Beer Smith, que se baseiam em

calculos como o citado anteriormente.

3.2.6.1.7 pH

Em todo o processo de elaboragdo de uma cerveja, o controle de pH é um
dos parametros de grande importancia. Na grande maioria das localidades, o pH da
agua é neutro, girando em torno de 7, dado a quantidade de carbonato dissolvido

nela, conferindo-a a propriedade de tamp&o (HOMINI LUPULO, 2018). No processo
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de mosturagao, por exemplo, ao acrescentar o malte a agua, o pH tende a se tornar
mais acido, isto por que o malte tem alta concentragao de fosfatos que reagem com
os minerais da agua, e liberam ions H* (HOMINI LUPULO, 2018). Essa pequena
acidificacdo é indispensavel, ja que, as enzimas que transformam o amido em
agucares fermentesciveis, possuem faixas muito especificas de pH e temperatura
para sua ativacao (HENDGES; HENDGES, 2019, p.86). O pH durante a elaboragao
da bebida ainda influencia na cor da cerveja final, no amargor e na extragdo de
proteinas, que sao importantes para a estabilidade da espuma (HENDGES &
HENDGES, 2019, p.86). A partir da fermentacéao, até o produto finalizado, sempre é
recomendado que o pH se mantenha abaixo de 4,5, a fim beneficiar a propagacgao
das leveduras, assim como de evitar contaminagdes, especialmente bacterianas
(ROSA; AFONSO, 2014).

3.3 LEVEDURAS

As leveduras sao microrganismos unicelulares pertencentes ao Dominio
Eukarya, Reino Fungi, que se reproduzem por brotamento ou gemulagao, e de forma
mais acelerada que outras espécies deste reino (CARVALHO et al. 2006; PRIEST;
STEWARTS, 2006). Geralmente diferenciadas entre si pelas caracteristicas
fisiolégicas que apresentam, ja que a morfologia das espécies é muito similar, as
leveduras sao células com parede celular rigida, membrana celular formada por uma
bicamada lipidica, e DNA encapsulado no nucleo celular, tal como ilustrado na
Figura 16 (CARVALHO et al. 2006; RIBEIRO, 2020).
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Figura 16 — Célula de levedura
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Dentre os componentes de uma levedura, € a membrana plasmatica que
define quais substancias entram ou saem da célula (RIBEIRO, 2020). A membrana é
formada por uma bicamada lipidica, que sdo moléculas com uma parte hidrofébica e
outra hidrofilica, sendo assim semipermeavel, onde fixam-se proteinas sinalizadoras
que registram a presenga de um acgucar fermentescivel, e permitem sua entrada na
célula, onde este sera quebrado, quando necessario, e metabolizado (Figura 17). As
mesmas proteinas sinalizadoras de membrana registram a presenca de produtos
residuais dentro da célula, e permitem também que ela os excrete (RIBEIRO, 2020;
PALMER, 2017).

Figura 17 — Modelo de mosaico fluido para a estrutura da membrana plasmatica
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Como demonstra Palmer (2017), a levedura apresenta quatro etapas,
obedecendo a curva de crescimento microbiano, iniciando pela Fase Lag que pode
durar de 12 a 24 horas, onde a levedura passa a se adaptar as condicbes
ambientais, muitas vezes utilizando suas proprias reservas de glicogénio, e o
oxigénio dissolvido disponivel, para sintetizar esterdis e acidos graxos que formaram
as membranas celulares das células-filhas, e gerenciaram seu metabolismo de
acordo com a disponibilidade de nutrientes. Em seguida ha a Fase Exponencial que
dura de 1 a 5 dias, onde a levedura passa a consumir 0os agucares fermentesciveis
do mosto, se reproduzindo rapidamente, e fermentando vigorosamente. E nessa
etapa que a maioria dos compostos aromatizantes e de sabor da cerveja sao
formados, sendo necessario um controle rigido de temperatura, que, quando muito
baixa, causa pouca fermentacdo por uma inércia celular, ou quando mais elevada,
resulta em uma fermentagdo descontrolada, o que pode trazer aromas e sabores
desagradaveis. Nos dois casos pode haver a formacdo de compostos indesejaveis.
Ha uma outra fase denominada desaceleracédo, que corresponde a saida da fase
exponencial. Por fim, a levedura entra na fase estacionaria, podendo durar de 4 a 12
dias, de acordo com o estilo da cerveja. Nesse momento, a levedura ainda esta
ativa, porém com baixa capacidade de brotamento. H4 muitos subprodutos de seu
metabolismo no mosto, que serdo novamente absorvidos por estas células, como
melhor exemplificado no item 3.2.5 da secdo 3.2. Depois de consumir parte dos
subprodutos, a levedura passa a Fase de Morte, formando flocos que se
sedimentam, e sao retirados ou nao do produto final.

E importante salientar que, por serem organismos vivos, as leveduras
possuem condicdes especificas para sobrevivéncia e proliferacdo. Portanto, dentro
da industria cervejeira, algumas condigdes sao importantes (CARVALHO et al.,
2006; RIBEIRO, 2020):

e Genética da levedura: escolha da melhor cepa para trabalhar com um
mosto de determinadas caracteristicas, e para obter os aromas e
sabores desejados;

e (Qualidade do fornecedor: diz respeito ao quanto a producdo da
levedura € controlada, estando ela dentro do prazo de validade, o mais
fresca possivel, e mantida resfriada durante todo tempo de

acondicionamento;
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e Disponibilidade nutricional do mosto: a levedura necessita de um mosto
com qualidade de acgucares fermentesciveis, aminoacidos, minerais e
uma variedade de ions metalicos, pois sdo fatores que afetam na
fermentacao e que, se ndo bem regulados, resultam em off-flavors;

e Condicoes fisicas: a levedura, assim como as enzimas, atua em faixas
muito especificas de pH e temperatura, que quando empregados nos
extremos, causa a producao de compostos indesejados e, em casos
extremos, até a morte celular.

As principais leveduras cervejeiras sdo as do género Saccharomyces, no
entanto, também é possivel fermentar produtos sensorialmente Unicos com outras
linhagens de levedura. Geralmente, a fermentacdo nao ocorre com leveduras de
géneros selvagens, pois apenas estilos muito especificos comportam os compostos
produzidos por elas que, na maioria dos casos, entram na bebida como
contaminantes, desencadeando formacgao de pelicula na cerveja, desprendimento de
odores e sabores desagradaveis, desvio de atenuacdo e turbidez excessiva
(CARVALHO et al., 2006; PRIEST; STEWARTS, 2006).

3.3.1 Identificacao microbiolégica na cerveja

Foi em 1789, que o cientista Antoine-Laurent Lavoisier conseguiu concluir que
a fermentagdo se baseava na transformacdo do agucar em diéxido de carbono e
etanol, mas ndo compreendeu que esse processo era realizado pela levedura
(WHITE; ZAINASHEFF, 2020). Mas em 1848, o cientista Louis Pasteur, ja
reconhecido na area quimica, se interessou pela fermentacdo, estudando os
isbmeros opticos dos cristais de tartarato advindos de vinhos (SMITH, 2012). Com
este trabalho, ele concluiu que a assimetria dessas moléculas sé poderia ser
explicada pela acdo de organismos vivos, ja que reagdes quimicas deveriam originar
cristais simétricos (SMITH, 2012; TORTORA et al., 2017). Em 1857, pesquisando
sobre a fermentacdo lactica, Pasteur detectou a presenca de diversas moléculas
complexas, que, segundo ele, apenas um processo de organismos Vivos seria capaz
de gera-las, concluindo que a fermentagdo era obra biolégica, e ndo quimica
(SMITH, 2012). Entre a mesma época, acreditava-se na teoria da geragao
espontanea, que dizia que o préprio ar causava a fermentacao, e as leveduras eram

produzidas nesse processo. Com o experimento de fermentacao “pescoco de cisne”,
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Pasteur desenvolveu um meio mineral esterilizado, que ficou contido dentro de um
frasco com uma boca de pescogo de cisne, que permitia a passagem de ar, mas nao
de poeiras, que continham microrganismos. Quando a poeira ndo alcangou o meio,
nao houver fermentagdo, assim, descartando a teoria de geragdo espontanea
(WHITE; ZAINASHEFF, 2020).

Na industria cervejeira, a contribuicdo de Pasteur foi advinda de seus
recentes estudos e descobertas sobre a fermentagdo, quando um cervejeiro que
estava tendo problemas com a sua produgdo, contratou o cientista para auxilia-lo
(SMITH, 2012; TORTORA et al., 2017). Ao analisar o mosto em microscoépio,
Pasteur identificou uma estrutura em forma de glébulos esféricos, e outra em forma
de bastdes (SMITH, 2012). Além disso, ele isolou alcool amilico, substancia que,
segundo Pasteur, ndo poderia ser obtida da degradacdo de alcool etilico. Desse
modo, concluiu que havia algo além das leveduras, uma contaminagdo, que era
responsavel por converter o etanol em acido acético, deteriorando o mosto
(ROSENDO, 2016).

Seguindo o conhecimento ja definido de que altas temperaturas inibiam o
metabolismo dos microrganismos, Pasteur compreendeu que, para descontaminar o
mosto, 0 mesmo deveria ser aquecido até uma temperatura que nao afetasse as
propriedades da bebida, mas que garantisse a extingdo microbioldgica de
organismos patogénicos (ROSENDO, 2016). Dessa forma, nasce a Pasteurizagao,
um tratamento térmico de baixa intensidade, onde o mosto é aquecido em
temperaturas mais baixas, por um periodo de tempo mais longo, preservando as
propriedades organolépticas da bebida, mas conferindo a ela uma estabilidade
microbiolégica (eliminando microrganismos patogénicos), para a posterior
inoculagao de flora selecionada e controlada (MAIA, 2012). Essa técnica é aplicada

até hoje na industria cervejeira, vinicola e de laticinios (TORTORA et al., 2017).

3.3.2 Leveduras cervejeiras

No processo cervejeiro, as leveduras mais utilizadas, dada sua eficiéncia, sao
as do género Saccharomyces (TORTORA et al., 2017) sendo que duas espécies se
destacam por suas habilidades fermentativas. As cervejas ale, ou de alta
fermentacdo, sao assim categorizadas pela fermentacdo com linhagens de

Saccharomyces cerevisiae. Trabalhando entre as temperaturas de 15°C e 25°C,
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essas linhagens de leveduras de topo produzem cervejas mais alcoolicas, dado sua
maior tolerancia ao etanol e as mudangas de pH durante a fermentacdo. Ja as
cervejas lager, ou de baixa fermentagdo, sofrem acdo de Ilinhagens de
Saccharomyces pastorianus, que trabalham na faixa de temperatura de 9°C a 15°C,
com fermentagdo mais demorada, e produzindo estilos de cerveja mais suaves
(CARVALHO et al., 2006; MORADO, 2017; PIMENTA et al., 2020; TORTORA et al.,
2017).

Apesar de menos comum, € possivel realizar as chamadas fermentacdes
naturais com leveduras do ambiente e até mesmo bactérias fermentativas. Os
géneros selvagens mais comuns sao Brettanomyces, Candida, Debaromyces,
Pichia, Rhodotorula, Torulaspora, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora e
Issatchenkia, que em geral, produzem compostos fendlicos, que conferem um sabor
frutado a cerveja (CARVALHO et al., 2006; MORADO, 2017; PRIEST; STEWARTS,
2006). O género Brettanomyces, por exemplo, que pode formar quantidades
significativas de acido acético, € altamente utilizada em fermentagdes de tanque
aberto, pois ela ndo sobrevive em condi¢gdes de anaerobiose (PRIEST; STEWARTS,
2006). Ja o género Toluraspora traz a cerveja ésteres de banana e fendis de cravo
(MORADO, 2017).

Na fermentacdo natural em tanques abertos, ndo ha inoculagdo de nenhum
microrganismo especifico, sendo que o mosto sofre uma inicial proliferagdo com
leveduras selvagens e bactérias fermentativas, que vao produzir acido acético e
aromas vegetais. Linhagens de leveduras ale atuam entdo, produzindo alcool por
meses, até que o mosto € inteiramente dominado por bactérias das espécies
Acetobacter, que produzem o acido acético, e Pediococcus, que produzem acido
lactico. Por fim, leveduras do género Brettanomyces se propagam, e trazem aromas
de couro e la a cerveja (MORADO, 2017).

3.3.3 Metabolismo aerobico da levedura

ApOs a via glicolitica, a levedura pode atuar em aerobiose, envolvendo o ciclo
de Krebs e a fosforilagdo oxidativa, ou em anaerobiose na fermentagdo alcodlica,
esta ultima ja abordada no item 3.2.4 da secgéo 3.2. As Figuras 18 e 19 representam
as fases da via glicolitica, que antecedem tanto processos aerdbios quanto

anaerobios.



Figura 18 — Fase preparatoria da via glicolitica
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Figura 19 — Fase de pagamento da via glicolitica
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Considerando o saldo bruto, a via glicolitica produz quatro moléculas de ATP,

a nivel de substrato, e duas moléculas de acido piruvico, e reduz duas moléculas de

Dinucledtido de nicotinamida e adenina NAD* a NADH. Em condicbes de

oxigenagao, a molécula de acido piruvico é descarboxilada, e o grupo acetil se unem

a coenzima A, para formar a acetil-CoA, primeira molécula do ciclo de Krebs,
retratado na Figura 20 (TORTORA et. al, 2017).
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Figura 20 — Ciclo de Krebs
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Esse processo respiratorio gera elevada maiores quantidades de energia
metabdlica (ATP) para a célula do que uma fermentacao alcodlica, porque os NADH
e Flavina Adenina Nucleotideo Reduzido (FADH) formados neste ciclo véao
diretamente para a fosforilagdo oxidativa (28 ATP + 2 GTP (Trifosfato de Guanosina)
= 30 ATPs s6 no ciclo de Krebs). Considerando o processo total de armazenamento
de energia metabdlica durante a fase aerébica, o saldo liquido em ATPs é 36 por
molécula de glicose metabolizada. Na fermentacgao, o saldo liquido é de apenas 2
ATPs por molécula de glicose transformada em 2 moléculas de etanol e 2 de CO..
(TORTORA et al., 2017).

3.3.4 Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Embora McFarland, 1996, em sua publicagcdo “Saccharomyces boulardii |s
Not Saccharomyces cerevisiae”, tenha defendido a distingdo entre Sacchamormyces
cerevisiae e Saccharomyces boulardii, Alis van der Aa Kuhle & Lene Jespersen,
2003, defendem na publicagdo “The Taxonomic Position of Saccharomyces boulardii
as Evaluated by Sequence Analysis of the D1/D2 Domain of 26S rDNA, the ITS1-
5.8S rDNA-ITS2 Region and the Mitochondrial Cytochrome-c Oxidase Il Gene”, no
jornal Systematic and Applied Microbiology, que a boulardii ndo é uma espécie

unica, sendo membro da Saccharomyces cerevisiae. O mesmo € observado no
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Catalogue of Life, atualizado em agosto de 2021, que nao categoriza a espécie
boulardii dentro do género Saccharomyces, mesmo com as diferengas metabdlicas e
fisiologicas entre boulardii e cerevisiae (VANDENPLAS et. al, 2009). Deste modo,
como forma de distingdo entre os microrganismos utilizados durante esta pesquisa,
a levedura Saccharomyces boulardii sera tratada como Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii.

A Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, microscopicamente apresentada
na Figura 21, foi descoberta em meados de 1920 pelo microbiologista francés Henri
Boulard, que ao observar os nativos da Indochina, atual Vietna, notou que eles
utilizavam o cha das cascas da lichia para tratar casos de diarreia (LOPES; PINTO,
2010; MARTINS et. al, 2009; MULLER et. al, 2006; VANDENPLAS et. al, 2009). Ele
esclareceu que o efeito terapéutico era advindo de uma levedura que recobria a
casca da lichia, dando a ela o nome de Saccharomyces boulardii (MARTINS et. al,
2009).

Figura 21 -

Micrografia eletronica do Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

y —~ RGO K V2 RS - V- ST
Fonte: Dpt de Ciéncia dos Alimentos da Universidade de Guelph (20217?)

Mesmo taxonomicamente controversa, a Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii, € comprovadamente uma levedura nao patogénica, termotolerante, sendo
37°C sua temperatura 6tima de trabalho, resistente a valores de pH acidos dos
sucos gastrico, entérico e pancreatico, permanecendo ativa durante todo o percurso
do sistema digestivo, assim como resistente a acdo de antibiticos e
quimioterapicos, conferindo a ela propriedades excepcionais para um microrganismo
probiotico (EDWARDS-INGRAM et al., 2007; KEGELE et al., 2010; MCFARLAND;
BERNASCONI, 1993; VANDENPLAS et al., 2009).
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A Saccharomyces cerevisiae var. boulardii € amplamente estudada quanto a
seu comportamento no hospedeiro, com estudos como os de Edwards-Ingram et al.
(2007), observando que a levedura ndo consegue se instalar no tubo digestivo pois a
microbiota local impede essa aderéncia, mas pode sobreviver e atuar normalmente,
quando administrada com continuidade. Além disso, seu potencial de sobrevivéncia
em valor de pH acido, permite que uma grande quantidade de células da levedura
chegue ao intestino, otimizando seu potencial probiotico no organismo.

Rigothier et al. (1994), Czerucka & Rampal (2002), assim como Muller (2006),
Vandenplas et al. (2009), e Kegele et al. (2010) pesquisaram sobre os mecanismos
de atuacado da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii no hospedeiro, e concluiram
que a levedura pode agir por trés meios. Segundo estes estudos, a levedura
desempenha um antagonismo sobre enteropatogenos como Vibrio cholerae,
Clostridium difficile e Escherichia coli, produzindo substancias capazes de inibir o
crescimento desses microrganismos, neutralizando as toxinas e proporcionando
maior resisténcia a proliferagdo destes patdgenos no intestino, ou apenas
competindo por nutrientes e sitios de ligagdo. A Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii age também com efeito tréfico sobre a mucosa intestinal, produzindo
poliaminas necessarias para a divisdo celular, e sintese de DNA e de proteinas.
Essas poliaminas sao liberadas durante a fase catabdlica da levedura, elevando a
atividade de dissacaridases e o numero de carreadores de glicose na membrana dos
enterocitos (proporcionando melhora na absor¢do de carboidratos), assim como,
favorecendo o aumento da concentracao celular de imunoglobulina A, que secreta o
fluido intestinal. Um outro mecanismo de acdo da Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii € por meio da imunoestimulagdo, em que a levedura incita a expressao
enzimatica de imunoglobulinas e citocinas, assim como da atividade de células de
defesa como macrofagos, natural killer, células T citotoxicas e interferon.

A levedura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii € amplamente utilizada
como probidtico, sendo recomendada em todas as idades e para uma série de
doengas como diarreias de diferentes etiologias, incluindo as desencadeadas pelo
uso de antibidticos, doencgas inflamatérias intestinais, doengas recorrentes
associadas ao Clostridium difficile e também a Sindrome do Intestino Irritavel
(CZERUCKA; RAMPAL, 2002; KEGELE et al., 2010; MULLER, 2006; VANDENPLAS
et. al, 2009).
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Na industria cervejeira, a levedura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
nao é empregada comercialmente, sendo tradicionalmente utilizadas leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pastorianus. Porém, dentro do género
Saccharomyces, existem inumeras espécies de leveduras que possuem o chamado
fator killer, como ressalta Palmer (2017), uma caracteristica muito interessante para
as industrias de vinho e cerveja. Esse fator € normalmente advindo do plasmideo M-
dsRNA, que permite que a levedura secrete substancias tdxicas, geralmente
proteinas, que tem a capacidade de matar outras leveduras sensiveis presentes no
meio.

Na natureza, ha inumeras Ilinhagens de Saccharomyces e néo
Saccharomyces com capacidade Kkiller. Foram isoladas, caracterizadas e
identificadas (AGUSTINI et al., 2014; SILVA et al., 2016; AGUSTINI et al,
2018), diversas linhagens obtidas de uvas de varias regides do Brasil e muitas delas
com capacidade killer (SILVA, 1996; SILVA, 1999; SILVA et al., 2011; SILVA et al.
2011-a)

Azevedo (2005), em seu trabalho de comparagao do potencial probidtico de
uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae € uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii, pode observar efeitos antagdnicos muito semelhantes no
controle de Escherichia coli. Esta atividade antagbnica, muito provavelmente, nada

tem a ver com o fator killer.

3.4 PROBIOTICOS

Segundo Rolfe (2000), Reid & Hammond (2005) e Henker et al. (2007), os
probidticos sdo microrganismos que podem trazer melhorias a saude. Eles devem
ter a capacidade de sobreviver ao pH acido do estbmago, para entdo aderir ao
epitélio do intestino e coloniza-lo, atuando em conjunto com a microbiota
naturalmente presente (ZIEMER; GIBSON, 1998; LEE et al., 1999). Quando em
equilibrio, essa microbiota natural, adicionada de organismos probidticos, pode
auxiliar na produgdo de vitaminas, melhorar niveis de colesterol e de absorgédo de
minerais, estimular o sistema imunoldgico, resistir a colonizagdo de patégenos,
auxiliar na prisdo de ventre e ainda tratar de alguns tipos de diarreias (ROLFE, 2000;
ISOLAURI, 2003; TESHIMA, 2003; LIONG e SHAH, 2005; CANANI et al., 2007;
STEFE et al., 2008). Os probidticos, ainda podem auxiliar no direcionamento da
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microbiota intestinal, assim como reformula-la apés uso de medicamentos, ja que,
quando a microbiota estda em desequilibrio, pode haver infec¢gdes bacterianas
(ZIEMER; GIBSON, 1998).

3.4.1 Descoberta e propriedades

Louis Pasteur, em 1857, foi o primeiro cientista a estudar os probiéticos,
mesmo que indiretamente, ao pesquisar sobre a fermentagéao latica (SMITH, 2012).
Henry Tissier, em 1899, foi o primeiro a isolar um Bifidobacterium, postulando que
esse tipo de microrganismo deslocava as bactérias proteoliticas que provocam
diarreia. Porém, o conceito benéfico de probidtico foi desenvolvido em 1907, quando
o microbiologista llya llyich Mechnikov (Elie Metchnikoff) sugeriu que as bactérias
especificas poderiam beneficiar o trato gastrointestinal, e prolongar a vida do
hospedeiro (FONSECA, 2018; MARTINS et al., 2009).

Liley & Stillwell em 1965, Kurmann, em 1988 e Fuller em 1989 e 1994
definiram que probidticos sdo “microrganismos vivos que, quando sao consumidos,
agem no trato gastrintestinal do organismo hospedeiro melhorando o balango
microbiano intestinal” (MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2002). No entanto,
como ressalta Oliveira et al. em 2002, essa definicao foi descrita de forma mais
ampla por Havenaar et al. em 1992, que trata probidticos como “culturas puras ou
mistas de microrganismos vivos que, quando aplicadas aos animais ou ao homem,
tem efeitos benéficos ao hospedeiro promovendo o balango de sua microbiota
intestinal”.

Vandenplas et al. (2009, p. 255), ajuda a compreender os mecanismos de
acao dos probidticos que incluem:

Regulacdo da homeostase microbiana intestinal, interferéncia na
capacidade dos patégenos de colonizar e infectar a mucosa, modulagéo das
respostas imunolégicas locais e sistémicas, estabilizagcdo da fungédo de
barreira gastrointestinal, inibicdo de enzimas procarcinogénicas e indugao
da atividade enzimatica favorecendo a absorgao e nutrigéo.

O mesmo autor, assim como Muller (2006), ainda sugerem que o0s
probidticos diminuem as inflamagdes gastrointestinais, estimulando as células T
reguladoras, e inibem as células T efetoras, aumentando a sintese de citocinas

regulatorias que desempenham papel protetor.
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Desta forma, entre os beneficios gerais do uso de probidticos, destacam-se
a regulacdo da microbiota intestinal, a resisténcia ou reformulacdo da microbiota
intestinal em caso de ataca de organismos patogénicos que exigiram o uso de
antibidticos, a estimulagdo do sistema imunoldgico, colaboragdo para melhoria de
casos de prisdo de ventre e o tratamento de casos de diarreias (ISOLAURI, 2003;
MARTINS et al., 2009; ROLFE, 2000; TESHIMA, 2003; VANDENPLAS et al., 2009).

3.4.2 Principais microrganismos e alimentos probioéticos

Os microrganismos probidticos mais amplamente empregados sédo bactérias,
em especial do género Lactobacillus e Bifidobacterium, mas também ha algumas
linhagens especificas de leveduras que conferem os mesmos beneficios ja
apresentado (LEE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002). A Tabela 1 exibe os

principais géneros e espécies de microrganismos comprovadamente probioticos.

Tabela 1 — Principias espécies de microrganismos probioéticos

Espécies de Espécies de Outras espécies Espécies nao acido
Lactobacillus Bifidubacterium acido laticas laticas e leveduras
Enterococcus
L. acidophilus  B. adolescentis ] Bacillus cereus
faecalis
o Enterococcus Escherichia coli
L. amylovorus B. animalis
faecium Nissle, 1917
_ N Sporolactobacillus Propionibacterium
L. casei B. bifidum
inulinus freudenreichii
Saccharomyces
L. crispatus B. breve
cerevisiae var. boulardii
L. gallinarum B. infantis
L. gasseri B. lactis
L. johnsonii B. longum
L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri
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L. rhamnosus

Fonte: Holzapfel; Schillinger (2002)

Quando se trata de alimentos funcionais, categoria em que os alimentos
probiéticos também se enquadram, a European Commission Concerted Action on
Funcional Food Science in Europe (1999 apud MOSER, 2017, p. 21), os define

como:

Alimentos para os quais pode-se satisfatoriamente demonstrar que eles
afetam beneficamente uma ou mais fungbes do organismo, além de
garantirem efeitos nutricionais adequados, conduzindo a uma melhoria do
estado de saude e bem estar e/ou a uma reducao do risco de doengas.

Autores como Celemi et al. (2017) Oliveira et al. (2002), e Oliveira (2017),
citam que em resolugbes da Anvisa, 2008, recomenda-se uma ingestao diaria
minima de probidticos, na quantidade de 108 a 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC), para obtencdo efetiva de seus beneficios. Portanto, € indicado que o
alimento probidtico contenha a quantidade minima sugerida de microrganismos
probidticos vivos e ativos.

Dentre os produtos probidticos mais comercializados, estdo microrganismo
liofilizados ou em po, e alimentos como iogurtes, leites e bebidas fermentadas,
queijos e sorvetes (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; ROSS; DESMOND;
STANTON, 2005). O Quadro 1 elucida os principais produtos ja comercializados
comprovadamente probidticos, e os microrganismos que estido envolvidos nessa

condigao.

Quadro 1 — Principais produtos probioéticos comercializados no mercado

Microrganismo

Tipo de produto Produto comercializado o
probiético
Yakult L. casei linhagem Shirota
L. johnsonii
Chamyto
L. helveticus
Leite fermentado L. casei
Leite fermentado Parmalat B. lactis

L. acidophilus

Vigor Club — Poke-mons L. casei
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L. acidophilus

Batavito L. casei
Leite fermentado S. thermophilus
aromatizado LC1 Active L. bulgaricus
L. acidophilus NCC 208
B. lactis

logurte Biofibras _ _
L. acidophilus

logurte ]
B. lactis
Dietalact

L. acidophilus

B. lactis

Mistura de bebidas Biotura _ _
L. acidophilus
Suspenséo oral Leiba L. acidophilus

Comprimidos ou saché Floratil Sacch. boulardii

Fonte: adaptado de Oliveira et al. (2002)

Quando vinculados em alimentos, algumas condi¢gdes devem ser observadas
para a boa conservagdo do metabolismo do microrganismo probiético.
Contaminagdes ou microrganismos competidores e/ou inibidores, a temperatura da
estocagem do produto, a atividade de agua e a tensdo do oxigénio dentro da
embalagem, assim como o pH do alimento, interferem na viabilidade do
microrganismo (OLIVEIRA, 2002).

3.4.3 Parametros legais para uma bebida probiética

A RDC n° 241, de 26 de julho de 2018 (BRASIL, 2018), do Ministério da
Saude, que apresenta todos os requisitos para que seja comprovada a segurancga e
os beneficios dos probidticos a saude quando para uso em alimentos, evidencia o
conceito de probiético no art.3, o definindo como “micro-organismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a saude do
individuo”. Na mesma Resolugao, no art.7, o Ministério da Saude (2018, p. 3) exige
que:

A comprovagdo da seguranca dos probidticos e dos seus beneficios a
saude requer a caracterizagdo e identificagdo inequivoca da linhagem do
micro-organismo, por meio da apresentacdo de documentos técnicos ou
estudos cientificos que:
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| - identifiquem a espécie, de acordo com a nomenclatura binomial mais
atual;

Il - identifiquem e caracterizem a linhagem, por meio de métodos
genotipicos e fenotipicos;

Il - especifiquem a origem da linhagem; e

IV - comprovem o depdsito da linhagem em uma colegcdo de cultura
internacionalmente reconhecida.

Seguindo a resolugao, fica estabelecido, no art. 8, que essas comprovagoes
de seguranga do probiotico devem ser realizadas por meios de técnicas analiticas
que garantam um historico de uso, auséncia de relatos de reagbes adversas, fatores
de viruléncia ou patogenicidade, produgao de metabdlitos ndo prejudiciais, além de
nao apresentarem resisténcia a antibidticos. Ainda nos artigos 12 e 14, é
determinado que os beneficios do probidtico a saude devem ser claros quanto a
populagado alvo deste produto. O microrganismo deve ter boa sobrevivéncia ao trato
digestério humano, possuir uma dose minima esclarecida para a obtencdo do
beneficio, além de uma avaliagao satisfatoria do potencial alegado.

Para a bebida desenvolvida no presente trabalho, por se tratar, teoricamente,
de um alimento probidtico que nao possui registro perante o MAPA, ndo ha
legislagdes vigentes que possam conferir obrigatoriedade de analises padronizadas.
Nao obstante, como apresentado nas resolucdes citadas, que se referem aos
parametros de seguranga que O microrganismo probidtico deve apresentar, e
considerando a utilizagdo da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, levedura
comercializada como probidtico através do medicamento Floratil, com efetividade
amplamente comprovada, e de registro n° 138410071 pela Anvisa, a bebida em
questao, se revelada a viabilidade do microrganismo, podera ser enquadrada como
um alimento probidtico, desde que a RDC n°® 2, de 7 de Janeiro de 2002, do
Ministério da Saude, seja atendida. Nesta resolu¢do, é deixado claro que, na
rotulagem do produto, a quantidade de microrganismos viaveis que garantam a agao
funcional alegada, dentro do prazo de validade, devem estar explicitos e préximos a
Tabela de Informacao Nutricional.

Deste modo, por ndo haver um roteiro analitico claro para a definicdo do
potencial probidtico das cervejas em estudo, os parametros apresentados
anteriormente, assim como a Instrugdo Normativa n® 41, de 17 de setembro de 2019
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece o
padrao de identidade e qualidade da bebida fermentada com bactérias e leveduras

simbidticas conhecida como Kombucha, foram utilizadas como base para a
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determinacdo das analises da “cerveja probidtica”. A normativa confere a
obrigatoriedade da apresentagdo do pH e da graduagao alcoolica da bebida, no
ambito fisico-quimico. No que se refere aos microrganismos, exigem-se a
comprovagdes de seguranga dos microrganismos fermentativos, e a manutengao
destes no produto final, ndo sendo necessario o processo de filtracao.

Além destes parametros, existem recomendagbes de ingestdo diaria de
probioticos, para que se observem os efeitos terapéuticos no organismo (ANVISA,
2008; CARVALHO, 2016; SAAD, 2006). Essas doses podem variar de acordo com o
microrganismo probidtico empregado, mas geralmente oscilam de 10% a 10°
UFC/dia. Por esta razao, para este trabalho, como base para que a cerveja seja
considerada um alimento com micro-organismos probidticos ativos e efetivos, ela
devera conter um minimo de 10* UFC/mL do produto, para possuir ao menos 5 x 108

UCF por garrafa da bebida.

3.4.3.1 Anélise microbiologica

Pelos parametros apresentados na secao 3.4.4, verifica-se que nao ha muitos
padroes microbioldégicos obrigatorios além das questdes de seguranga do
microrganismo, segundo a legislacdo vigente. Sendo assim, com a comprovada
eficacia e confiabilidade de Sacch. cerevisiae var. boulardii, as analises
compreenderam, principalmente, questdes de quantidade de células da levedura,
visando a confirmacgao do potencial probiético da bebida.

As analises serdo: contagem de células, contagem de células mortas e

contaminagdes microbioldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

Para avaliar o comportamento de Sacch. cerevisiae var. boulardii perante
diferentes condigdes de substrato, trés estilos distintos, escolhidos por suas
particularidades, foram selecionados: Pilsen, pelo tradicionalismo da receita e alto
consumo no mundo, Indian Pale Ale, pelo amargor do estilo, e Belgian Golden
Strong Ale, pela sua caracteristica mais alcodlica.

O mosto para a cerveja Pilsen foi separado em duas partes, onde uma foi
fermentado com Saccharomyces pastorianus e outra com Sacch. cerevisiae var.
boulardii. O mosto para a cerveja Indian Pale Ale foi inoculado, parte com
Saccharomyces cerevisiae, parte com Sacch. cerevisiae var. boulardii.

Depois de prontas, todas as cervejas passaram por processos analiticos
fisico-quimicos para avaliar, de forma quantitativa, as semelhangas entre as
espécies e linhagens, visando posicionar a atividade da Sacch. cerevisiae var.
boulardii no processo de elaboragao dos diferentes estilos de cerveja.

As analises revelaram o enquadramento da bebida elaborada com Sacch.
cerevisiae var. boulardii na legislagao brasileira, sob ponto de vista microbioldgico e
fisico-quimico. Com relagcéo ao aspecto microbioldgico, verificar a viabilidade de uso
da Sacch. cerevisiae var. boulardii, no processo de elaboracido, considerando as
recomendagdes de ingestdo diaria de cerveja e de probidtico. Serdo também
efetuadas analises sensoriais, a fim de investigar a adequacao da Sacch. cerevisiae

var. boulardii na elaboragéo de cervejas, no que tange a aromas e sabores.

4.1 LOCAL DE REALIZACAO

A producéao das cervejas foi realizada em Santa Cruz do Sul, no Rio Grande
do Sul, entre os meses de fevereiro e margco do ano de 2021.

As andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais foram realizadas no
laboratério da Cervejaria Imigragao, localizada no municipio de Campo Bom, no
estado do Rio Grande do Sul.
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4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Com o propésito de vincular a inovagéo biotecnologica a produgdo comercial
mundial, o estudo avaliou de forma aplicada, descritiva-exploratéria, quali-
quantitativa, hipotético-dedutivo, bibliografica, experimental, documental, e por meio
de levantamentos, uma linhagem de levedura com potencial fermentativo para a
industria cervejeira em expansao, mas que pudesse conferir a bebida as qualidades
fornecidas pelo metabolismo comprovadamente probi6tico do microrganismo.

No presente trabalho, a abreviagdo empregada para o género de leveduras
Saccharomyces sera Sacch., seguindo o que determina Kreger-van Rij, 1984, para
Colegdes Internacionais de Leveduras, ja que a abreviagdo S. € considerada para
leveduras de outro género (VAN-RIJ, 1984).

4.3 PRODUGAO DA CERVEJA

4.3.1 Propagacao da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

A levedura foi obtida do medicamento comercial Floratil, sendo que, para sua
utilizacao na fermentagdo, uma propagacado se faz necessaria. Para isso, em um
frasco de Erlenmeyer, 500 mL de agua foram fervidas com Dry Malt Extract,
composto obtido, basicamente, pela secagem do malte, concentrando o amido do
grao, e formando uma fonte de glicose para a célula, até que a densidade original
registrada pelo densimetro (de massa especifica) atingir aproximadamente 1,036.
Essa solucdo foi fervida por aproximadamente 5 min, esfriada a 50°C, adicionadas
as capsulas de 1 grama de Floratil, e a suspenséao foi mantida em agitagdo por um
dia. ApoOs esse processo, a suspensao ficou em repouso para a decantagdo. O

processo foi repetido mais uma vez, a fim de obter um nimero maior de células.

4.3.2 Elaboragao

O malte de cada estilo foi moido separadamente (Figura 22), e acrescentado
a panela de brasagem/clarificagdo com a agua ja aquecida (Figura 23), e a mistura
mantida sob agitacdo. Durante esse processo, foram realizadas rampas de

temperatura, para promover a ativagdo de diferentes enzimas extratoras de amido,
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para conferir mais ou menos corpo a cerveja. Essa panela possui ainda um fundo

falso com um filtro, onde ha a decantagao e a filtragem dos sélidos em suspenséao.

Figura 22 — Moagem do malte

Fonte: Autor, 2021
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Enquanto o mosto filtrado era transferido para a panela de fervura, uma agua
ja aquecida foi despejada na panela de brasagem/clarificacdo para realizar a
lavagem dos grédos e otimizar o processo. Nesta etapa de fervura, o Ilupulo foi
acrescentado com um tempo determinado pelo estilo da cerveja (Figura 24). Ainda
na panela de fervura, o processo de whirlpool (veemente mistura da cerveja para
separagcao de restos de lupulos, proteinas e outros subprodutos do mosto) foi
aplicado. Com um trocador de calor tipo serpentina com agua gelada, o mosto

passou por refrigeracao e foi transferido para o fermentador.

Figura 24 — Trasfe%a do mosto filtrado e processo de fervura

Ve £ i

Fonte: Autor (2021)

Tanto para o fermento tradicional, como para a linhagem Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii propagada, a inoculagao foi realizada na propor¢ao de 5
gramas de levedura por litro de mosto (Figura 25). O fermentador seguiu sob
refrigeragcao, com temperatura de 0°C monitorada durante todo o processo, sendo a
retirada do CO2 controlada com AirLock (eclusa de ar). O envase foi realizado de
forma manual em garrafas de 500 mL, por meio de uma pequena torneira presente
no fermentador. O fechamento das garrafas se deu com o auxilio de um arrolhador

de mesa, de forma manual.
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Inoculagéo da levedura e fermentagao

~ Figura 25 —

Fonte: Autor (2021)

4.3.2.1 Pilsen

Foram aquecidos 24 litros de agua a 66°C, e acrescidos 5 Kg de malte Pilsen.
Por 20 min, a solucdo foi deixada em repouso a 62°C, e a temperatura foi elevada a
71°C, por 40 min. Por fim, aumentou-se a temperatura até 76°C por mais 10 min, e
realizado o teste do iodo, para confirmacado da hidrdlise total do amido. Os graos
foram lavados com 19 litros de agua a 76°C.

Com um tempo total de fervura de 60 min, houve adi¢do de lupulo SAAZ 3,15
nos tempos de 40, 45 e 55 min. A densidade final do mosto foi medida com o auxilio
de um densimetro, que registrou o valor de 1,043. A levedura comercial assim como
a linhagem Sacch. cerevisiae var. boulardii foram inoculadas. O fermentador foi
mantido sob refrigeragdo durante 11 dias tendo sua temperatura controlada, e mais

5 dias a 0°C, para maturagao da cerveja.

4.3.2.2 Indian Pale Ale

Em 24 litros de agua aquecidos a 74°C, adicionaram-se 6,7 Kg de malte Pale

Ale, e 100 gramas de malte Caraaroma. A mostura durou 60 min, onde permaneceu
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por 68°C durante todo o processo. O teste do iodo confirmou o término do processo.
Ainda foram utilizados 21 litros de agua a 76°C para a lavagem dos graos.

Durante a fervura, lupulo Mosaic foi adicionado ao mosto aos 30, 45, 50 e 60
min, perfazendo um total de 60 min de processo. A densidade se fixou em 1,048. As
linhagens de levedura foram inoculados, e a fermentagéo ocorreu por 10 dias, sendo
ainda o processo de Dry Hopping aplicado nessa etapa. Por 4 dias, houve a

maturacdo da cerveja a 0°C.

4.3.2.3 Belgian Golden Strong Ale

Em 24 litros de agua a 56°C, 6,4 Kg de malte Pilsen, e 1 Kg de malte Vienna
foram misturados, com um repouso inicial de 10 min a 52°C. A temperatura foi
aumentada para 62°C por 45 min, 70°C por 30 min, e, finalmente, 76°C por 10 min,
com o teste de iodo confirmando o final da mostura. Para a lavagem dos gréos, 22
litros de agua foram aquecidos a 76°C.

Na fervura, o lupulo SAAZ 3,15 foi acrescentado aos 5, 40, 45, 50 e 55 min do
tempo total de 60 min do processo. Ao final, a densidade foi registrada em 1,067.
Apos a inoculacdo das leveduras, a fermentagdo foi efetuada por 10 dias, e a

maturagao por 4 dias.

4.3.3 Analises

Segundo os parametros legais apresentados anteriormente, as analises,
seguindo métodos analiticos preconizados pela European Brewing Convention
(EBC), foram realizadas para enquadramento do produto fermentado nos padrbes

da cerveja e de um produto probidtica.

4.3.3.1 Fisico-quimicas

As andlises foram realizadas prezando as metodologias da EBD, no
equipamento AntoPaar Alex 500, conforme Figura 26, cedido pela cervejaria
Imigracao, sendo elas: densidade relativa, pelo método EBC 9.43.2, encontrada no
anexo A; extrato original, real e aparente, pelo método EBC 9.4, no anexo B;

graduacgao alcoolica pelo EBC 9.2.3, visualizada no anexo C; calorias pelo EBC
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9.45, observada no anexo D; pH pelo EBC 9.35, no anexo E; amargor pelo EBC 9.8,

exemplificado no anexo F; e cor da cerveja pela escala visual.

Figura 26 — Equipamento para analises fisico-quimicas

Fonte: Autor (2021)

4.3.3.2 Microbiolégicas

As analises foram: contagem de células e contagem de células mortas em
Camara de Neubauer, pelos métodos EBC 3.1.1.1, 3.2.1.1 e 5.1.4, nos anexos G, H
e |; determinagdo da presenca de leveduras cervejeiras viaveis, e leveduras ou
microrganismos contaminantes, por metodologias propostas na Cervejaria Imigragéao
(Figura 27).
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igura 27 — Meios de cultura utilizados

B 242420 50 SRl = 202510 s

=

=i e g
Fonte: Autor (2021

4.3.3.3 Sensoriais

Conforme o item 3.1.4 referente aos estilos que foram produzidos para o
estudo, seguindo as normas apresentadas no Beer Judge Certification Program
(BJCP), as analises sensoriais foram realizadas por uma banca de degustadores
treinados, que avaliaram as caracteristicas da cerveja por estilo, a fim de discriminar
compreender o comportamento das diferentes linhagens de levedura no processo de
elaboracdo de cerveja. A avaliagao foi realizada por meio de tabelas encontradas
nos apéndices A, B e C, que refletem a classificacdo do produto com relagdo ao

aroma, a aparéncia, ao sabor e a sensacao na boca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DAS ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os dados obtidos no equipamento AntonPaar Alex para as cervejas
fermentadas com Saccharomyces cerevisiae ou pastorianus e Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii estdo registrados nas tabelas abaixo, categorizadas de

acordo com o estilo da bebida.

5.1.1 Fisico-quimica do estilo Pilsen produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. pastorianus

Tabela 2 - Comparacao fisico-quimica entre cervejas Pilsen produzida por
Sacch. cerevisiae var. boulardii e cerveja Pilsen produzida por Sacch. pastorianus

Sacch. cerevisiae
Parametro analisado Sacch. pastorianus
var. boulardii
Densidade relativa (g/cm?) 1,0179 1,0083
Extrato original (% Plato) 10,78 10,73
Extrato real (% Plato) 6,14 4,16
Extrato aparente (% Plato) 5,01 2,59
Graduagao alcodlica (% v/v) 3,08 4,30
Cor (EBC) 3,94 - 591 3,94 - 5,91
Calorias (kcal/100 mL) 38,82 38,42
Amargor (IBU) 10 8
pH 4,26 4,31

Fonte: Autor (2021)

Ao final da maturacdo, a densidade da cerveja medida com densimetro

atingiu 1,007 para o produto fermentado com a levedura comercial, e em 1,020 para

a fermentacdo com Sacch. cerevisiae var. boulardii. Esses valores se mantem

proximos aos encontrados no equipamento AntonPar.

Os resultados da Tabela 2 revelam uma diferenca de densidade relativa entre

as fermentacgdes, o que pode indicar um consumo menor de agucares por parte da

Sacch. cerevisiae var. boulardii. Outra possibilidade € que haja uma sobra de
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Acucares Redutores Totais, e que a linhagem Sacch. cerevisiae var. boulardii
eproduza menos etanol que as linhagens comerciais por possuir um fator de
conversdo igual ou maior a elas. Os valores maiores de extrato aparente e real
obtidos, podem significar maiores quantidades de agucar ainda presentes no mosto,
trazendo um percentual alcodlico mais baixo na “cerveja probiotica”.

Montenegro (2017), ao realizar uma fermentagcdo de um mosto com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, visando a producdo de uma cerveja sem estilo definido,
observou que esta levedura € muito similar a outras espécies de baixa floculagao,
como as linhagens utilizadas para uma cerveja do estilo Weissbier, que utiliza malte
padrao Pilsen. Nas analises fisico-quimicas do autor, a graduacgao alcodlica foi de
4,50 (% vl/v), muito similar ao resultado encontrado na fermentacdo com Sacch.
pastorianus do presente estudo. Ja Reitenbach et al. (2021), obtiveram resultados
diferentes em uma fermentagao mista com Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch.
cerevisiae. Registraram uma graduagao alcodlica mais alta que na fermentagao
padrao para o estilo, logo, com menores valores de extrato real e aparente.

A semelhanga entre os valores de extrato original nas duas fermentacdes
corrobora com a intensao inicial do projeto, onde todos os processos, seja com
Sacch. cerevisiae var. boulardii, seja com Sacch. pastorianus, foram realizados
igualmente, partindo-se da mesma mostura e tempo de fermentacao, alterando
apenas a levedura.

Nos dados de cor, calorias, amargor e pH, percebe-se que a diferenga entre
as fermentagdes foi pequena. Com relagdo a estes aspectos, € possivel utilizar
Sacch. cerevisiae var. boulardii na producao de cervejas fisico-quimicamente muito
semelhantes. Resultado semelhante foi o encontrado por Reitenbach et al. (2021),
que ao realizar uma fermentagdo primaria em um mosto Pilsen, utilizando a
linhagem Sacch. cerevisiae 34/70, e uma fermentagcdo secundaria com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, comparando com um mosto Pilsen fermentado apenas com

Sacch. cerevisia, também obtiveram valores muito similares de cor, amargor e pH.



70

5.1.2 Fisico-quimica do estilo IPA produzido por Sacch. var. boulardii e Sacch.

cerevisiae

Tabela 3 - Comparagao fisico-quimica entre cervejas IPA produzida por
Sacch. cerevisiae var. boulardii e cerveja IPA produzida por Sacch. cerevisiae

Parametro analisado Sacch. cerevisiae Sacch. cerevisiae
var. boulardii

Densidade relativa (g/cm?) 1,0216 1,0141
Extrato original (% Plato) 13,64 12,26
Extrato real (% Plato) 7,45 5,65
Extrato aparente (% Plato) 5,96 4,07
Graduacao alcodlica (% v/v) 4,16 4,38
Cor (EBC) 19,70 — 27,58 19,70 — 27,58
Calorias (kcal/100 mL) 49,68 44,24
Amargor (IBU) 25 27
pH 4,18 4,26

Fonte: Autor (2021)

Depois de finalizando o processo de maturagao, a densidade ficou em 1,018
para a fermentacdo com a levedura comercial, e 1,025 para a levedura Sacch.
cerevisiae var. boulardii.

Assim como demonstram os resultados fisico-quimicos para o estilo Pilsen, o
mesmo pode se verificar no estilo IPA representado pela Tabela 2, que apresentou
maiores quantidades de extrato real e aparente na fermentagdo com Sacch.
cerevisiae var. boulardii. A densidade relativa na “cerveja probiotica” foi maior, e sua
graduacéo alcodlica, menor.

O resultado apresentado vai ao encontro dos experimentos realizados por
Moser (2017) que, ao investigar o potencial fermentativo da Sacch. cerevisiae var.
boulardii na producdo de uma cerveja com malte no estilo Pale Ale, também
verificou maiores quantidades de extrato real, e menor teor alcodlico, quando
comparada a uma cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae em conjunto com a
Sacch. cerevisiae var. boulardii. Moser (2017), com fermentagao mista, obteve cores
bastante distintas entre as fermentacgdes, enquanto, no presente trabalho, a cor das

cervejas se manteve similar.
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Resultados diferentes foram obtidos por Mulero-Cerezo et al. (2019), que
obtiveram um valor de pH significativamente mais baixo em fermentagcdo com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, do que em fermentacdo com Sacch. cerevisiae,
caracteristica que seria desejada, visto que a acidificacdo preserva a cerveja contra
contaminagdes, além de melhorar a estabilidade da espuma.

No estilo IPA, os lupulos sdo uma caracteristica indispensavel, pois conferem
0 amargor desejado por meio dos a e [-acidos presentes na planta. No entanto, a
presenca destes compostos influencia o metabolismo da levedura, diminuindo seu
potencial fermentativo, resultado que fica evidente nas duas fermentacbes se
comparadas com o estilo Pilsen, pois apresentam maiores quantidades de extrato
aparente e real, ou seja, mais agucares nao consumidos (SENKARCINOVA et al.,
2018).

5.1.3 Fisico-quimica do estilo BGSA produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. cerevisiae

Tabela 4 - Comparacao fisico-quimica entre cervejas BGSA produzida por
Sachh. cerevisiae var. boulardii e cerveja BGSA produzida por Sacch. cerevisiae

) ] Sacch. cerevisiae L
Parametro analisado Sacch. cerevisiae

var. boulardii

Densidade relativa (g/cm?) 1,0393 1,0060
Extrato original (% Plato) 16,43 16,51
Extrato real (% Plato) 11,49 3,34
Extrato aparente (% Plato) 10,28 0,25
Graduacao alcodlica (% v/v) 3,44 8,82
Cor (EBC) 7,88 - 9,85 7,88 -9,85
Calorias (kcal/100 mL) 60,65 60,40
Amargor (IBU) 16 15

pH 4,27 4,24

Fonte: Autor (2021)

A densidade logo apo6s a maturagéo foi registrada, pelo densimetro, em 1,006

para a levedura comercial, e para a Sacch. cerevisiae var. boulardii, em 1,039.



72

A Tabela 4 revela que, as mesmas caracteristicas fisico-quimicas observadas
para o estilo Pilsen e IPA, sao também refletidos no estilo BGSA, com grande
diferengca de densidade relativa entre a fermentagcdo com Sacch. cerevisiae var.
boulardii e com Sacch. cerevisiae, dado este refletido, principalmente, na graduacgéo
alcodlica registrada. Novamente, os parametros de cor, amargor, calorias e pH se
mantiveram muito similares entre as fermentacdes, indo ao encontro do observado
por Montenegro (2017).

Para o estilo BGSA, por apresentar uma caracteristica desejavel e perceptivel
de alto teor alcodlico, um processo de mostura em rampas de temperatura de
favorecimento da a-amilase e da B-amilase foram aplicadas, a fim de gerar o
maximo possivel de agucares, assim como doses de sacarose acrescidas ao final da
fervura, o que explica o alto consumo de agucares e alto teor alcodlico encontrado
na fermentagdo com Sacch. cerevisiae. Os resultados da fermentacdo com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, mostram um baixo consumo dos agucares presentes.

Esta informagao pode ser corroborada por estudos como os de De Paula et
al. (2020), que, no desenvolvimento de uma cerveja de trigo com Sacch. cerevisiae
var. boulardii, visava técnicas de melhoramento metabdlico da levedura, ajustando
os procedimentos desde a mostura, com controle na concentracdo de malte, e
aplicacdes de rampas de temperatura de favorecimento da -amilase, para fornecer
alta concentragdo de acgucares fermentesciveis a levedura. Os autores observaram
que, com as otimizagdes do processo, o desempenho da Sacch. cerevisiae var.
boulardii foi similar ao da levedura cervejeira convencional.

Analisando os valores de extrato aparente, observa-se que, na fermentacao
com Sacch. cerevisiae, houve um consumo quase que total dos agucares do mosto,
enquanto, a Sacch. cerevisiae var. boulardii consumiu minimamente os agucares,
resultado retratado nos altos valores de extrato aparente e real encontrados.

A baixa taxa fermentativa desenvolvida pela Sacch. cerevisiae var. boulardii
no estilo BGSA, pode ser explicado também por uma repressao catabdlica dos altos
indices de glicose presentes neste mosto, 0 que levou a uma taxa mais baixa de
crescimento celular. Nadai (2015), ao investigar o crescimento de Sacch. cerevisiae
var. boulardii em soro de leite, mostrou que, em concentragdes de glicose maiores
que 220 g/L, ha um decréscimo na concentragao celular.

Quando analisados outros tipos de bebidas fermentadas com Sacch.

cerevisiae var. boulardii, a exemplo do hidromel (ALMEIDA, 2018), ou entdo a
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fermentacao para producao de etanol puro a partir de fontes alternativas como a
batata-doce (RIZZOLO, 2014), é perceptivel que a levedura desempenha uma
atividade metabdlica similar a linhagens de Sacch. cerevisiae, corroborando as
investigacbes quanto as similaridades genotipicas e fenotipicas entre as duas
linhagens (BATISTA, 2015).

Na producgao do hidromel, Almeida (2018) obteve valores significativamente
diferentes de pH, mas sem diferenga significativa de teor alcodlico na fermentagéo
com Sacch. cerevisiae var. boulardii, em comparagdo com a Sacch. cerevisiae. Na
producao de etanol a partir da batata-doce, Rizzolo (2014), contrapondo Sacch.
cerevisiae var. boulardii com Sacch. cerevisiae, alcangou quantidades
significativamente menores de etanol na fermentacdo com Sacch. cerevisiae var.
boulardii, consumindo de 76 a 79% de agucares, contra 94 a 98% em fermentagao
com Sacch. cerevisiae. Esses estudos corroboram o apresentado na presente
pesquisa, onde a levedura probidtica Sacch. cerevisiae var. boulardii consumiu
menos acgucar em todos os estilos propostos, logo, gerando produtos menos

alcodlicos e com dulgor residual.

5.2 RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para observar possiveis contaminacdes, os produtos finais foram mantidos
refrigerados por 6 meses, e propagados em trés meios de cultura especificos. O
meio WL (Figura 28) é especifico para cervejas e vinhos, com caracteristicas de pH
e disponibilidade de nutrientes muito similares ao de um mosto de cerveja, visando
exatamente o crescimento de qualquer microrganismo cervejeiro vivo, seja levedura,
seja bactéria. O meio WLD (Figura 28) possui o fungicida ciclohexamida em sua
composic¢ao, que é responsavel por agir sobre os microrganismos cervejeiros, em
especial, espécies do género Saccharomyces, nao as deixando se proliferar. Neste
meio de cultura, a proliferagdo de qualquer microrganismo, demonstra que pode ter
havido contaminagdo da cerveja por leveduras ou bactérias ndo cervejeiras. J4 no
meio Levteck (Figura 28), ha apenas o crescimento de leveduras selvagens, nao
Saccharomyces, que sao espécies de leveduras ou bactérias que causam os

maiores danos no produto final.
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Figura 28 — Exemplo de contagem por meio de cultura realizado

Fonte: Autor (2021)

ApOs a avaliagdo dos microrganismos presentes nos trés estilos de cerveja,
fez-se contagem em Camera de Neubauer, corando as leveduras com azul de
metileno. A Figura 29 exibe um exemplo da contagem microscépica das leveduras
utilizando azul de metileno, que, quando penetra na célula, pode ou nao sofrer
reducdo. Quando nao ha coloragao, considera-se que ele foi reduzido, se nao, ele
permanece azul. Isto significa que, as células coradas, ndo apresentam capacidade

de redugao do azul de metileno, enquanto as incolores, puderam reduzir o corante.
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Figura 29 — Visao microscépica de leveduras coradas (mortas)
e n&o coradas (vivas) com azul de metileno

Fonte: Autor (2021)

5.2.1 Microbiologia do estilo Pilsen produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. pastorianus

Tabela 5 - Comparagao morfolégica entre as colénias e microbiolégica entre
cervejas Pilsen produzidas por Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch. pastorianus

Sacch. cerevisiae

Parametro analisado Sacch. pastorianus
var. boulardii
Contagem de células vivas /mL 43.680 12.376
Contagem de células mortas /mL 416 1352
_ _ 11 células 3 células
Meio WL aerdbias (UFC/mL) . .
Colbnias alongadas Colbnias alongadas
26 células 7 células
Meio WL anaerébias (UFC/mL) . .
Colbnias alongadas Colbnias alongadas
4 células 402 células

Meio WLD aerobias (UFC/mL) . _
Colbnias alongadas | Colénias amendoadas

328 células
Meio WLD anaerdébias (UFC/mL) 0 _
Colbénias amendoadas
46 células
Meio Levteck (UFC/mL) 0

Colbnias amendoadas

Fonte: Autor (2021)
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Para o estilo Pilsen indicado pela Tabela 5, os dados demonstram um grande
numero de células de leveduras ainda viaveis, na faixa de 10* células vivas por mL
de produto, com destaque para a cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae var.
boulardii, que demonstrou maior conservacao celular que a cerveja convencional.
Além disto, a analise nao identificou a presenca de bactérias, com crescimento
apenas de leveduras.

Trabalhos que desenvolveram cervejas com a levedura Sacch. cerevisiae var.
boulardii obtiveram contagens mais elevadas de viabilidade celular, dado os
menores tempos de guarda da bebida. Aos 15 dias apds o envase, Montenegro
(2017), obteve resultados na casa de 107 UFC/mL, enquanto Reitenbach et al.
(2021), aos 28 dias de armazenagem, permaneceu na faixa de 106 UFC/mL. Ambas
as publicagbes, assim como De Paula et al. (2021) e o presente trabalho,
alcangaram valores satisfatorios de células vivas, com quantidade suficiente para se
enquadrarem em um alimento probidtico, na dose diaria recomendada da bebida.

A melhor sobrevivéncia da levedura Sacch. cerevisiae var. boulardii em meios
de estresse bidtico, com situagdes como valores de pH &cido, e extremos de
temperatura (SENKARCINOVA, 2019), possui como hipoteses a superexpressao de
genes que sintetizam algumas proteinas de resisténcia (EDWARDS-INGRAM et al.,
2007).

Houve contaminacdes nas duas fermentacdes, com presenca de células no
meio WLD, onde cresceram leveduras nao cervejeiras. No entanto, a fermentagao
com a levedura probidtica Sacch. cerevisiae var. boulardii, apresentou um
crescimento menor no meio WLD, assim como uma contagem zerada no meio
Levteck, demonstrando que, de alguma maneira, a levedura controlou o crescimento
de leveduras selvagens, ao contrario da cerveja fermentada com Sacch.
pastorianus, que apresentou uma contagem elevada de leveduras selvagens no

meio Levteck.
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5.2.2 Microbiologia do estilo IPA produzido por Sacch. var. boulardii e Sacch.

cerevisiae

Tabela 6 - Comparagao morfoldégica entre as colénias e microbiolégica entre
cervejas IPA produzidas por Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch. cerevisae

Parametro analisado

Sacch. cerevisiae

var. boulardii

Sacch. cerevisae

Contagem de células vivas (/mL)

Contagem de células mortas (/mL)

Meio WL aerdbias (UFC/mL)

39.832
2.496
4 células

Colbnias amendoadas

10.500
1.352
181 células

Colbnias amendoadas

8 células i
6 Células

Meio WL anaerdbias (UFC/mL) Coloni | q
olénias alongadas

Colbnias amendoadas

369 células
Meio WLD aerdébias (UFC/mL) 0
Coldnias amendoadas
Meio WLD anaerdbias (UFC/mL) 0 0
Meio Levteck (UFC/mL) 0 0

Fonte: Autor (2021)

O mesmo padrao microbiolégico foi observado nas cervejas de estilo IPA
mostrado na Tabela 6, quanto a contagem de células de levedura viaveis, com
maiores quantidades de células de Sacch. cerevisiae var. boulardii por mL de
produto final, em comparagdo com as contagens registradas na cerveja fermentada
com Sacch. cerevisiae. Para o presente estudo, uma contagem elevada de células
de Sacch. cerevisiae var. boulardii é pretendida, uma vez que, para que o produto
apresente o diferencial probidtico, € necessario a presenga e viabilidade de um
grande numero de células que desempenharam esta fungao.

Produzindo dois estilos Pale Ale, um com fermentagdo mista de Sacch.
cerevisiae var. boulardii e Sacch. cerevisiae, e outro fermentado apenas com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, em 60 dias apds a producdo da cerveja, Moser (2017),
considerando um consumo de 300 mL da bebida, atingiu niveis de 108 UFC do
probiotico. A autora ainda verificou que, dado o baixo grau de fermentagdo da
Sacch. cerevisiae var. boulardii, a quantidade de células seguiu aumentando por 45
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dias apds o envase da bebida, pois ainda existiam muitos agucares presentes no
mosto.

Mulero-Cerezo et al. (2019), com 45 dias de produc¢do da cerveja, realizou a
contagem microbiologica da levedura Sacch. cerevisiae var. boulardii assim como da
Sacch. cerevisiae, alcangando valores de 10° e 10° respectivamente. Essa
diferenga celular foi facilmente percebida na comparagéao visual dos tubos de Falcon
utilizados para a diluicdo seriada executada por Mulero-Cerezo et al. (2019), com
uma turbidez acentuada no mosto fermentado com Sacch. cerevisiae var. boulardii.

Ao referir-se as contagens em meio WL realizadas neste estudo, € possivel
identificar que ha crescimento de leveduras cervejeiras, demonstrando sua presenga
ao final do processo. No entanto, quando se refere ao meio WLD, nao é pretendida a
presenca de nenhuma célula, fato que ocorreu apenas na fermentacdo com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, enquanto para a fermentacdo com Sacch. cerevisiae ha
uma contagem elevada de colbnias, categorizando um crescimento elevado de

leveduras nédo cervejeiras.

6.1.1 Microbiologia do estilo BGSA produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. cerevisae

Tabela 7 — Comparagao morfoldgica entre as col6nias e microbiolégica entre
cervejas BGSA produzidas por Sacch. cerevisiae var. boulardii € Sacch. cerevisiae

Sacch. cerevisiae var.

Parametro analisado Sacch. cerevisae
boulardii
Contagem de células vivas (/mL) 29.848 7.384
Contagem de células mortas (/mL) 208 3.016
68 células 2 células

Meio WL aerdbias (UFC/mL) _ _
Colbnias arredondadas Colbnias alongadas

_ . 45 ceélulas
Meio WL anaerébias (UFC/mL) 0
Colbnias arredondadas
17 células
Meio WLD aerébias (UFC/mL) 0 _
Colbnias arredondadas
Meio WLD anaerdébias (UFC/mL) 0 0
Meio Levteck (UFC/mL) 0 0

Fonte: Autor (2021)
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Da mesma maneira que os resultados apresentados anteriormente, a Tabela
7 elucida que, no estilo BGSA, foi possivel identificar um numero maior de células
vivas na cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae var. boulardii, em comparagao
com a cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae. Este fato pode ser explicado pela
graduacao alcoolica apresentada na cerveja fermentada com a levedura padrao, que
tende a causar estresses metabdlicos na levedura.

Assim como o demonstrado por inumeros estudos ja apresentados, Capece et
al. (2018), realizando fermentacdo mista em mosto com malte Pilsen, utilizando
cultura de Sacch. cerevisiae var. boulardii como starter, obtiveram um numero de
células viaveis da levedura entre 106 a 10" UFC por mL. Kitamura (2013) produziu
biomassa utilizando melagco de cana-de-agucar como substrato, onde alcangaram
uma concentragdo maxima de 3,6 x 108 UFC/mL, com um tempo de fermentagéo de
48 horas, o que demonstra que a Sacch. cerevisiae var. boulardii tem um inicio de
crescimento tardio sob aeracdo, quando comparado com a Sacch. cerevisiae, que
tem maximo potencial por volta das 28 horas de cultivo (SANTOS et al., 2018). Essa
informagéo pode explicar por que a graduacgao alcodlica da BGSA fermentada com
Sacch. cerevisiae var. boulardii, foi tao inferior a fermentacdo com Sacch. cerevisiae,
uma vez que as duas tiveram o mesmo tempo do processo.

Quando analisadas as contagens nos meios WL e WLD, é perceptivel que as
cervejas fermentadas com Sacch. cerevisiae var. boulardii n&do apresentaram
nenhum tipo de contaminacéo por leveduras ou bactérias no meio WLD, e com alta
contagem de colénias nos meios WL, indicando levedura cervejeira viavel. Ja na
fermentacdo com Sacch. cerevisiae, possivelmente pelo percentual alcodlico
apresentado por esta cerveja, ndo houve crescimento de contaminantes selvagens
no meio Levteck, sendo registrada apenas baixa quantidade de colonias de
leveduras nao cervejeiras no meio WLD.

Ndo se tem total conhecimento sobre as enzimas, proteinas e compostos
produzidos pela Sacch. cerevisiae var. boulardii, mas pelas analises microbiolégicas,
fica evidente que a levedura parece desenvolver algum tipo de dominio sobre
microrganismos contaminantes, ja que em nenhum dos meios foi detectado
bactérias, ou outras leveduras selvagens.

Dentre os muitos estudos referentes ao genoma da Sacch. cerevisiae var.
boulardii, Silva et al. (1987) e Vandenberg (1993), apontam que o probidtico pode
produzir compostos inibitorios de crescimento de patdégenos, tais como acidos
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organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Eles também podem reduzir o
numero de células patogénicas viaveis, e afetar o metabolismo microbiano,
interferindo na producdo de toxinas (ROLFE, 2000). Branddo et al. (1998) traz
resultados que confirmam a producdo de uma proteina de 120 kDa, que pode
neutralizar o efeito de toxinas bacterianas, relacionando a capacidade dessa
proteina de se ligar a um receptor que regula niveis intracelulares de adenilato
ciclase, podendo inclusive aderir a toxina a sua prépria membrana.

Essas informagdes sdo relacionadas, em grande parte dos casos, a agédo da
Sacch. cerevisiae var. boulardii no intestino do hospedeiro, ndo havendo muitos
estudos referentes ao metabolismo da levedura perante a fermentacdo para
producdo de etanol, como no caso do trabalho em questdo. No entanto, alguns
desses dados genotipicos podem explicar parcialmente a preservagao das cervejas,

contra a contaminagao de outras leveduras, como o obtido neste estudo.

6.1.2 Ingestao diaria recomendada

Com os resultados de percentual alcodlico e de quantidade de leveduras
viaveis em cada um dos estilos, € possivel analisar as doses diarias recomendadas
da cerveja, considerando as indicagbes de consumo de etanol e de probidtico,
apresentados nos itens 3.1.3 e 3.4.2, respectivamente. Importante ressaltar que as
contagens foram realizadas em produto armazenado durante 6 meses sob
refrigeracdo, a fim de avaliar o tempo de conservacado da bebida, assim como do
possivel potencial probidtico da cerveja.

Considerando a densidade de 0,789 g/mL do etanol, e um consumo diario
recomendado de 15 gramas de alcool para mulheres e 30 gramas de alcool para
homens, com a graduacao alcodlica apresentada pelas fermentacdes, € possivel
calcular o volume recomendado de consumo para cada estilo. Ja com as contagens
em camera de Neubauer, o numero de leveduras vivas permite estimar quanto do
microrganismo probiotico esta ativo no volume recomendado de ingestdo da bebida,
0 que indicara, ou nao, o potencial probiético, com base nas orientacdes de
consumo diario deste alimento funcional.

O calculo realizado é demonstrado na Formula 2:
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V(mL) ' CZHSOH(% v/v)
9c,HsOH = 100 . dCZHSOH

Onde “g” é a ingestao diaria recomendada de etanol a cada sexo, “V” é o
volume indicado de ingestao para a cerveja em questdo, C2HsOH € o teor alcodlico
da cerveja analisada, e “d” é a densidade do etanol. Logo, a quantidade de cerveja
em mL que deve ser tomada vai depender apenas do sexo e da concentragao de

etanol da cerveja. A formula acima torna-se-ia:

V..=(g*100)/(dewo*%Etanol)

Para a cerveja Pilsen elaborada com a linhagem Sacch. cerevisiae var.

boulardii, por exemplo, a quantidade de cerveja para a mulher seria de:

15*100/(0.789*3.08)= 617,25 mL

Enquanto que, para homens teriamos:

0*100/(0.789*3.08)= 1234,507 mL

As Tabelas 8, 9 e 10 representam o percentual alcodlico de cada estilo de
cerveja, e o numero de células vivas por mL de produto, permitindo assim, calcular a

ingestao diaria recomendada de cada estilo de cerveja, categorizando-a por sexo.

6.1.2.1 Pilsen

Tabela 8 — Consumo de cervejas no estilo Pilsen produzidas por
Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch. pastorianus

Sacch. cerevisiae ]
B Sacch. pastorianus
var. boulardii

Percentual alcodlico (% v/v) 3,08 4,30
Células viaveis (/mL) 43.680 12.376
¢ =617,25 Q = 442,13
Ingestao recomendada (mL)
4=1.234,51 4= 884,25

Fonte: Autor (2021)
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Com 43.680 células vivas presentes por mL de cerveja fermentada com
Sacch. cerevisiae var. boulardii, e uma ingestdo recomendada deste estilo em
617,25 mL para mulheres, e 1.234,51 mL para homens, com base em sua
graduacéo alcoolica, as mulheres consumiriam 2,67 x 107 UFC de probidticos nesta

bebida, enquanto que os homens consumiriam 5,39 x 107 UFC do produto.

6.1.2.2 IPA

Tabela 9 — Consumo de cervejas no estilo IPA produzidas por
Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch. cerevisiae

Sacch. cerevisiae o
B Sacch. cerevisiae
var. boulardii

Percentual alcodlico (% v/v) 4,16 4,38
Células viaveis (/mL) 39.832 10.500
¢ =457,00 Q =434,05
Ingestao recomendada (mL)
4=914,01 d=868,10

Fonte: Autor (2021)

No estilo IPA, dado a presenca mais acentuada dos lupulos, a quantidade de
células vivas ficou reduzida, se fixando num total de 39.832 células vivas presentes
por mL de cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae var. boulardii. A ingestao
recomendada deste estilo € de 457 mL para mulheres, e 914 mL para homens. Por
sua graduacéo alcodlica, as mulheres consumiriam 1,82 x 107 UFC de probiético na

bebida, enquanto que os homens consumiriam 3,64 x 107 UFC no produto.

6.1.2.3 BGSA

Tabela 10 — Consumo de cervejas no estilo BGSA produzidas por
Sacch. cerevisiae var. boulardii e Sacch. cerevisiae

Sacch. cerevisiae .
. Sacch. cerevisiae
var. boulardii

Percentual alcodlico (% v/v) 3,44 8,82
Células viaveis (/mL) 29.848 7.384
Q = 552,66 © =215,55
Ingestao recomendada (mL)
4=1.105,31 4=431,10
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Fonte: Autor (2021)

A BGSA apresentou 29.848 células vivas presentes por mL de cerveja
fermentada com Sacch. cerevisiae var. boulardii. Neste estilo, baseado na
graduacgédo alcoolica que apresenta, a ingestdo recomendada € de 552,66 mL para
mulheres, e 1.105,31 mL para homens. Nestes volumes de cerveja, sdo encontradas
1,65 x 107 UFC de probidtico na bebida para mulheres, enquanto que, para os
homens, as quantidades sdo de 3,30 x 107 UFC do produto.

Em todos os estilos de cerveja testados, ha uma grande quantidade de
leveduras vivas, mesmo apos 6 meses de armazenagem do produto. Para as
ingestbes diarias recomendadas da bebida, tanto para mulheres quanto para

homens, existe levedura suficiente para prover ao produto o potencial probidtico.

6.2 RESULTADOS DAS ANALISES SENSORIAIS

Com base em fichas sensoriais organizadas por estilo, um grupo de oito
avaliadores treinados, detectou e registrou as caracteristicas observadas quanto a
diferentes parametros, segundo o BJCP. Os aromas do produto final foram
separados em malte, lupulo, ésteres e outros. As caracteristicas do paladar

dividiram-se entre malte, lUpulo, ésteres, final e outros.

6.2.1 Analise sensorial do estilo Pilsen produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. pastorianus

Grafico 1 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo Pilsen
com Sacch. cerevisiae var. boulardii
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Malte Lupulo Esteres Outros
Caracteristicas
B Grdo Fruta Pao B Caramelo M Floral
HErvas B Citrico H Frutado B Maga/Pera M Citrico
Breet Frutado Especiarias Latico

Fonte: Autor (2021)

Considerando as definicbes do BJCP para uma cerveja Pilsen, aromas de milho e

floral sdo os esperados, enquanto nesta fermentagcao, foram destacados aromas de

pao e caramelo, assim como o frutado. Isto fica evidente no Grafico 1, que registra

as maiores percepgdes dos avaliadores para o estilo Pilsen com Sacch. cerevisiae

var. boulardii.

Grafico 2 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo Pilsen
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Fonte: Autor (2021)

Avaliando o proposto pelo BJCP para uma Pilsen,

a fermentagao

convencional também n&o se enquadrou eficientemente no estilo, como mostra o

Grafico 2. No entanto, quando comparadas as fermentacbes com a levedura
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convencional Sacch. pastorianus e a levedura probidtica Sacch. cerevisiae var.
boullardi, muitas similaridades foram observadas pelos avaliadores.

Na comparacgao, os aromas advindos do malte de grao, fruta, pdo e caramelo
foram igualmente observadas, ficando evidente para um numero maior de
avaliadores na fermentacdo com Sacch. pastorianus. Ja para a caracteristica
aromatica do lupulo, a fermentagdo com Sacch. cerevisiae var. boullardi gerou
aromas distintos e mais destacados. Se tratando dos ésteres, seis avaliadores
detectaram o aroma frutado nas duas fermentagdes, também com registro do aroma
citrico em comum. Além destes, foram igualmente sentidos aromas de especiarias e
Breetanomyces, porém, este tipo de contaminacdo nao foi observada nas analises

microbiolégicas da cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae var. boullardi.

Grafico 3 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo Pilsen
com Sacch. cerevisiae var. boulardii

drd. b

Malte Lipulo Esteres  Outros Final

Frequéncia
O P N W b U1 OO N ©

Caracteristicas

Grao Pao Fruta M Caramelo
H Milho B Citrico H Picante W Macga/Pera
B Frutado M Citrico Especiaria Breet

Latico W Doce H Enjoativo B Médio

Fonte: Autor (2021)

Seguindo as caracteristicas aromaticas observadas pelos avaliadores, o
Grafico 3 demonstra que, ao paladar, esta fermentagdo também nao se enquadrou
no estilo proposto pelo BJCP. Esperando-se sabores de granulado, milho,
condimento e floral, ficou bastante evidente aos avaliadores os sabores de

caramelo, citrico, frutado e doce, este ultimo pretendido ao estilo.

Grafico 4 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo Pilsen
com Sacch. pastorianus
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Fonte: Autor (2021)

Na fermentacdo com a levedura convencional, o Grafico 4 revela que o
mesmo foi observado, com destaque ao paladar para o pao, frutado e doce, também
se categorizando fora do estilo por seis avaliadores, quando considerados critérios
estabelecidos pelo BJCP. Entre as fermentacdes, semelhancas foram novamente
detectadas.

Na categoria do malte, foram sentidos os mesmos sabores de grao, fruta,
pdo, milho e caramelo, assim como um sabor citrico advindo do lupulo. Esteres
frutados também foram detectados nas duas fermentagcbes. Quando examinado o
final ao paladar, o doce prevaleceu para cinco avaliadores tanto para a cerveja
fermentada com Sacch. cerevisiae var. boullardii, quanto para a cerveja fermentada
com Sacch. pastorianus.

Para os oito avaliadores, a fermentacdo com Sacch. cerevisiae var. boullardii
nao se enquadrou dentro do estilo Pilsen, e para seis avaliadores, a fermentagao
com Sacch. pastorianus também nao se categoriza como uma Pilsen, o que nao
significando baixa qualidade do produto, principalmente quando comparado as
caracteristicas sensoriais observadas entre as fermentagdes. Para maiores
intensidades de aromas e sabores ja identificados com Sacch. cerevisiae var.
boullardii, novos tempos de fermentacdo devem ser analisados, pois estes dados
demonstram bom potencial fermentativo para a levedura probidtica estudada na
presente pesquisa, quando considerada as similaridades aromaticas e sensoriais
apresentadas nas duas cervejas, mesmo que ambas tenham se apresentado fora do

estilo proposto.
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6.2.2 Anadlise sensorial do estilo IPA produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. cerevisiae

Grafico 5 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo IPA

com Sacch. cerevisiae var. boulardii
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Fonte: Autor (2021)

No aroma do estilo IPA, é esperado a presenga acentuada de lupulos com

notas de citrico, floral, pinho, condimento e frutado, sendo que os avaliadores nao

registraram o condimento, mas puderam detectar notas de gramineo e ervas, nao

pretendidos ao estilo, como indica o Grafico 5, demonstrando que a utilizagcdo da

Sacch. cerevisiae var. boulardii nao produz uma IPA aromatica caracteristica.

Grafico 6 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo IPA

com Sacch. cerevisiae
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Fonte: Autor (2021)

Ja o Grafico 6 aponta que, para esta levedura convencional ao estilo IPA,
alguns avaliadores puderam detectar o aroma de condimento, além de evidenciarem
o aroma citrico. No malte, fortemente identificado estda o aroma de caramelo, sendo
que, para se enquadrar como uma IPA, o desejado seria o destaque de granulado.
Nesta fermentagao apenas dois avaliadores consideraram a receita fora do estilo.

Quando as fermentacbes sdo comparadas entre si, novamente sao
verificadas diversas semelhancas. O aroma de caramelo foi observado por sete
avaliadores na cerveja fermentada com Sacch. cerevisiae var. boulardii, enquanto
seis avaliadores também o registraram na cerveja fermentada com Sacch.
cerevisiae. Os aromas de grao, pao, frutado e tostado, advindos do malte, também
foram reconhecidos, assim como a variedade aromatica de Ilupulos, com
identificagbes de citrico, floral, frutado e ervas nas duas fermentagbes. Tratando-se
de ésteres, os aromas em comum foram os de frutado e maga/pera, demonstrando

real semelhanga aromatica entre as fermentagoes.

Grafico 7 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo IPA
com Sacch. cerevisiae var. boulardii



89

8
7
©
C 6
<§ 5
g 4
2
L -l -
0 .
Malte Lapulo Esteres Outros Final
Caracteristicas
H Grdo m Caramelo Pao B Fruta W Tostado W Granulado
W Terroso H Citrico M Floral B Gramineo M Ervas Pinho
Picante Condimento M Frutado H Maca/Pera M Citrico M Frutas secas
M Fruta B Especiarias Enjoativo Doce Médio

Fonte: Autor (2021)

Ao paladar, os avaliadores puderam detectar sabores nao pretendidos no
estilo, como de gramineo e frutado, com destaque para o caramelo, sendo
suavemente esperado, mas fortemente sentido pelos oito avaliadores, segundo o
observado no Grafico 7. Ainda pode ser percebido uma complexa gama de lupulos,
com sabores de citrico, floral, pinho e condimento detectados pelos avaliadores, e
pretendidos ao estilo. No entanto, o dulgor residual notado por alguns avaliadores,
também corrobora as irregularidades nesta cerveja, a categorizando fora do estilo
IPA.

Grafico 8 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo IPA
com Sacch. cerevisiae
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Fonte: Autor (2021)
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Com a levedura padrao para uma cerveja IPA, o Grafico 8 aponta os sabores
observados pelos avaliadores, que condizem melhor com o esperado para o estilo.
Mesmo com fortes identificacbes de malte caramelo e lupulo frutado, sabores nao
quistos no estilo, seis avaliadores consideraram esta fermentagdo como uma IPA
caracteristica. Ha a presengca de uma complexidade de Ilupulos que sao
indispensaveis para uma IPA, como as notas de floral e condimento. Da mesma
maneira que o observado na fermentagdo com a Sacch. cerevisiae var. boulardii, a
fermentacdo de uma IPA com esta linhagem de Sacch. cerevisiae também deixou
um dulgor residual no produto, caracteristica nao desejada no estilo.

Novamente, entre as fermentacbes foram reveladas varias semelhancas,
como o caramelo advindo do malte, que foi fortemente detectado. Os avaliadores
ainda puderam encontrar sabores de pao, frutado e tostado de malte nas duas
fermentagdes. Nos lupulos, € possivel identificar que alguns avaliadores
constataram os mesmos sabores, com maior destaque para a fermentacdo com
Sacch. cerevisiae, onde um maior numero de avaliadores identificou sabores mais
complexos de lupulo. O final da cerveja também apresentou um corpo médio com
dulcor residual para as duas fermentagdes, dados que demonstram que, nas
condicbes deste experimento, uma cerveja IPA produzida com Sacch. cerevisiae
var. boulardii, apresentara muitas semelhangas sensoriais com uma cerveja
fermentada com Sacch. cerevisiae, podendo se enquadrar no estilo se dado o tempo

para fermentacao e maturagao adequados desta levedura.



91

6.2.3 Analise sensorial do estilo BGSA produzido por Sacch. var. boulardii e

Sacch. cerevisiae

Grafico 9 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo BGSA
com Sacch. cerevisiae var. boulardii
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Fonte: Autor (2021)

Dentro do estilo Belgian Golden Strong Ale, uma complexidade de aroma é
esperada, como um granulado doce advindo do malte, encontrado por apenas um
avaliado. O destaque registrado pelo Grafico 9 esta no caramelo e nos ésteres de
pera e macga, identificados por trés avaliadores, o que indica suavidade nesta
caracteristica, e lupulo floral, com apenas dois avaliadores o registrando. Como
individualidade do estilo, os alcoois devem ser perceptiveis desde o aroma, atributo
que nao foi notado pelos avaliadores na fermentagcdo com esta linhagem de

levedura.

Grafico 10 — Caracteristicas sensoriais aromaticas detectadas no estilo BGSA
com Sacch. cerevisiae
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O Grafico 10 demonstra perfis aromaticos desejados no estilo BGSA, como o
lupulo floral e o éster frutado, fatos que foram observados pelos avaliadores, sendo
que todos categorizaram esta Belgian dentro do estilo proposto.

Quando comparada as qualidades aromaticas registradas nas duas
fermentacgdes, também foram observadas algumas semelhangas, mesmo que a
Sacch. cerevisiae var. boulardii nao tenha demonstrado grande competéncia na
producdo de uma BGSA. Nos aromas de malte, a fermentagdo padrdo registrou
destaque no caramelo e no pao, enquanto que na fermentagdo com Sacch.
cerevisiae var. boulardii, o mais perceptivel foram os aromas de caramelo e fruta.
Para os lupulos, exigidos em complexidade para o estilo, as duas fermentacdes
apontaram as similaridades do floral, de ervas e de terroso. O éster frutado € um
aroma muito procurado neste estilo, sendo detectado fortemente nas duas
fermentagdes, assim como os aromas de frutas vermelhas, frutas secas, e até o

picante.
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Grafico 11 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo BGSA
com Sacch. cerevisiae var. boulardii
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Fonte: Autor (2021)

Segundo o ilustrado no Grafico 11, os avaliadores perceberam ao paladar os
maltes de caramelo e de fruta, os ésteres frutado e de condimento, especiarias,
pouquissimo alcool e um final enjoativo, dado a quantidade de agucar simples
presente na receita, € ndo metabolizado eficientemente pela Sacch. cerevisiae var.
boulardii. Pela falta de atributos perante o BJCP, todos os avaliadores consideraram
que esta fermentagdo nao gerou um estilo caracteristico de Belgian Golden Strong
Ale.

Grafico 12 — Caracteristicas sensoriais ao paladar detectadas no estilo BGSA
com Sacch. cerevisiae
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A fermentacdo com Sacch. cerevisiae gerou sabores padrées de uma BGSA,
como o malte de caramelo, o lupulo floral, os ésteres de frutado e de condimento, e
um final suavemente doce e alcodlico, caracteristicas apontadas no Grafico 12.
Todos os oito avaliadores consideraram esta fermentacdo com a levedura padréo,
dentro do estilo proposto.

Em uma analise sensorial geral, a fermentagdo com Sacch. cerevisiae var.
boulardii gerou uma cerveja fora do estilo Belgian Golden Strong Ale, porém,
igualmente como observado para os outros estilos, as caracteristicas sensoriais das
duas fermentacdes foram muito semelhantes, mas os aromas e sabores ficaram
melhor destacados na fermentacdo com Sacch. cerevisiae.

Nos aromas advindos do malte, os avaliadores identificaram grao, caramelo,
fruta, tostado e pao em comum, mas a fermentacdo com Sacch. cerevisiae var.
boulardii ndo conseguiu trazer o sabor destacado do condimento. Sobre os lupulos,
a fermentagdo com Sacch. cerevisiae conferiu maiores complexidades, trazendo as
ervas, o floral, a madeira e o picante, enquanto a levedura ndo comercial apresentou
apenas o terroso e o floral, mas em baixa intensidade. Quanto aos ésteres, houve
alguma discrepancia, pois, a fermentacdo com a levedura Sacch. cerevisiae var.
boulardii destacou os aromas de maga/pera, banana e berry, pouco ou nada
identificados na fermentagdo com Sacch. cerevisiae, mas em comum, gerou grande
aroma de frutado e condimento. O final doce também foi grandemente reconhecido
nas duas fermentagcbes, no entanto, a Sacch. cerevisiae var. boulardii gerou

pouquissimo alcool, um ponto muito negativo ja que, uma caracteristica
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imprescindivel ao estilo, é a forte presenca alcoolica, percebida satisfatoriamente na
fermentagcdo com uma caracteristica imprescindivel ao estilo Sacch. cerevisiae.

Por se tratar de um processo caseiro, logo sem pasteurizagdo, existem
maiores chances de contaminagdes, como registrado nas cervejas fermentadas com
as leveduras padrdes. Isto pode explicar porque houveram algumas discrepancias
entre o padrao estabelecido pelo BJCP, e as cervejas produzidas na pesquisa. No
entanto, pode-se observar que as fermentagbes com as leveduras padrbes geraram
um sensorial muito proximo do padrao para os estilos propostos. Em contrapartida, a
fermentacdo com a Sacch. cerevisiae var. boulardii gerou uma complexidade
sensorial, assim como pretendido nos estilos, porém em toques mais suaves, 0 que
pode significar que, a Sacch. cerevisiae var. boulardii possui um potencial
fermentativo interessante na producdo de cervejas artesanais, mas necessita de
maiores tempos de fermentagdo e maturacao, para assim gerar mais destaque aos
aromas e sabores ja identificados.

Mulero-Cerezo et al. (2019), ao realizar andlises sensoriais de uma cerveja
produzida a base de malte Pale Ale, fermentado com Sacch. cerevisiae var. boulardii
e com Sacch. cerevisiae, avaliaram os parametros de aparéncia, aroma, sabor e
amargura, obtendo produtos muito similares na avaliagdo de 10 especialistas, nao
apresentando diferenga estatisticamente significativa entre as fermentacgdes.

Senkarcinova et al. (2019) testaram a taxa especifica de crescimento da
levedura em diferentes condicdes de fontes de acucar, temperatura, teores de etanol
e concentracdes de lupulo, e ao final do estudo, realizou uma avaliagao sensorial
com 10 profissionais, que identificaram tragos de frutado, cravo e acido.

Na fermentagao mista, 50 avaliadores nao treinados foram recrutados, sendo
que a avaliagao se fez por escala heddnica de 9 pontos para os atributos de
aparéncia, aroma, sabor, corpo, acidez e cor (REITENBACH et al., 2021). A analise
estatistica realizada pelos autores mostrou que a cerveja produzida com adicdo de
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, teve a menor aceitacdo pelos
consumidores, ficando com pontuagdo mais baixa em relagao a cervejas comerciais.

Além de analises sensoriais padrao, alguns autores apresentam a geragao de
compostos fendlicos pela Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, os quais s&o
distintos dos compostos produzidos por linhagens cervejeiras. Alguns desses
compostos, além de influenciarem principalmente no aroma das cervejas, ainda

podem atuar como inibidores do crescimento de alguns microrganismos
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(HOFFMANN et al., 2012; STANGARLIN et al., 2010). Mulero-Cerezo et al. (2019),
utilizando cromatografia para identificar perfis de fendis normalmente encontrados
nas cervejas comerciais, buscou comparar esses padrdes com os obtidos da
fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, obtendo resultados muito
semelhantes entre os perfis. Os autores ainda identificaram um aumento da
atividade redox na cerveja produzida com Saccharomyces cerevisiae var. boulardii,
vinculando esta propriedade a fendis produzidos, mas nao caracterizados.

Dadas as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais obtidas
nos diferentes estilos de cerveja, a linhagem de Sacch. cerevisiae var. boulardii pode
ser categorizada em uma Ale Fendlica, tipica de cervejas ales belgas e weizen
alemas (WHITE; ZAINASHEFF, 2020).
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7 RECURSOS

Para o desenvolvimento deste projeto, foram necessarios recursos materiais,

financeiros, humanos, e cientificos, como exemplificado tépicos 5.1, 5.2 e 5.3.

7.1 RECURSOS HUMANOS

A participagdo na elaboragdo do projeto envolveu uma doutora da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul, que orientou e auxiliou no
entendimento de cada etapa da pesquisa, um doutor que contribuiu na formulacéo
inicial do tema, e um mestre cervejeiro que ficou responsavel pela producédo de
todas as cervejas.

Também presentes estavam dois professores doutores da Universidade
Estadual do Rio Grande do Sul remediando a parte experimental, uma mestranda da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul e funcionaria da Cervejaria Imigragéao,
que participou integralmente da realizacdo das analises fisico-quimicas,

microbioldgicas e sensoriais, com o grupo de degustadores convocado por ela.

7.2 RECURSOS CIENTIFICOS

As analises fisico-quimicas foram necessarias para identificar se ha
correlagdo entre os parametros encontrados nas cervejas fermentadas, com
leveduras convencionais e com a Sacch. cerevisiae var. boulardii.

Na parte microbioldgica, analises foram cruciais para comprovar o potencial
probidtico da cerveja, através da deteccédo da viabilidade metabdlica da Sacch. var.
boulardii.

Ja na questdo sensorial, o objetivo foi avaliar, através de degustadores
treinados, se a Sacch. cerevisiae var. boulardii consegue fermentar cervejas que se

enquadrem nos parametros de estilos propostos pelo BJCP.
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7.3 RECURSOS MATERIAIS E FINANCEIROS

Elucidados nas Tabelas 11 e 12, os recursos materiais e financeiros foram
categorizados entre os ingredientes da receita de cada estilo de cerveja, e o0s
utensilios necessarios no processo.

Tabela 11 — Custos em insumos cervejeiros

Insumos cervejeiros Quantidades Valores
Malte tipo Pilsen 11.400 gramas R$ 86,60
Malte tipo Vienna 1.000 gramas R$ 8,40
Malte tipo Pale Ale 6.700 gramas R$ 63,35
Malte tipo CaraAroma 100 gramas R$ 1,89
Lupulo SAAZ 3,5% a. a. 196 gramas R$ 66,90
Lupulo Mosaic 64 gramas R$ 31,60
Levedura cervejeira S-04 11 gramas R$ 22,90
Levedura cervejeira US-05 11 gramas R$ 24,50
Levedura cervejeira Diamond 11 gramas R$ 30,40
Floratil 11 gramas R$ 119,70
Agua +/- 150 litros -
Whirflooc 1,5 gramas R$ 0,80
Pimenta Seeds of Paradise 5 gramas R$ 9,89
Acucar 700 gramas -
Coentro 5 gramas R$ 2,97
Total R$ 469,90

Fonte: Autor (2021)

Tabela 12 — Custos em equipamentos de producao de cervejas

Materiais cervejeiros Quantidades Valores
Moedor de gréaos 1 un. R$ 182,60
Panela de brasagem/clarificacao 1 un. +/- R$ 515,00
Panela de fervura 1 un. +/- R$ 380,00
Colher cervejeira 2 un. R$ 62,00
Fogareiro 2 un. +/- R$ 295,00
TermOmetros 2 un. R$ 85,60

Serpentina 1un. +/- R$ 90,50



AirLock

Fermentador com torneira

Garrafas

1 un.
1 un.
150 un.

R$ 19,90
R$ 89,90
R$ 6,85

(concluséo)
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Materiais cervejeiros Quantidades Valores

Tampas 150 un. R$ 11,60
Tubos 3 metros R$ 49,20
Proveta 1 un. R$ 13,90
Erlenmeyer 3un. R$ 166,20
Densimetro 1 un. R$ 64,80
Total R$ 2.152,05

Fonte: Autor (2021)
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

e O microrganismo Saccharomyces cerevisiae var. boulardii demonstrou
resisténcia as diferentes condicbes ambientais presentes nos trés estilos
propostos, podendo conferir potencial probiético ao produto;

e Por ndo haver analise estatistica, ndo é possivel concluir se ha ou nao diferencga
significativa entre as fermentagdes, mas os houve semelhangas numéricas entre
os dados fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais nos estilos Pilsen e Indian
Pale Ale, porém, no estilo Belgian Golden Strong Ale, houve muita discrepancia
entre os dados, especialmente na graduacédo alcodlica, e nos resultados
sensoriais;

e Pelas analises fisico-quimicas, as cervejas se encaixam nos parametros legais,
no entanto, microbiologicamente, ha necessidade de maior investigagao;

e Os calculos de ingestdo diaria recomendada de etanol e de probidtico,
demonstraram que as doses indicadas das cervejas conferirial os beneficios
pretendidos ao produto;

e Apesar de demonstrar qualidade sensorial semelhante as cervejas fermentadas
com leveduras convencionais, as cervejas produzidas com Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii precisam de aperfeicoamento, antes de su introducéo no

mercado;

8.1 Perspectivas

Como pode ser percebido pelos resultados, a Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii aparenta fermentar mais lentamente que as linhagens convencionais
cervejeiras, sendo necessario adaptacdes do processo, como maiores tempos de
fermentagcao, mostura, ou fervura, por exemplo.

Além disso, para compreender melhor se houve ou nao diferenga significativa
entre as fermentagdes, seria necessario produzir mais bateladas de cada estilo, pois
repeticoes permitiiam uma analise estatistica que comprovaria a similaridades entre
a fermentacéo com as linhagens convencionais, e com a Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii.

Um maior controle contra contami¢cées também €& necessario, ja que as

analises microbiolégicas registraram presenca de leveduras n&o cervejeiras e
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selvagens, o que pode ser comum em um processo caseiro, como na presente
pesquisa. No entanto, quanto maior o controle, mais preciso serao os resultados
microbiooligos referentes ao potencial da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Com um tempo de estocagem de 6 meses, € interessante realizar contagens
da Saccharomyces cerevisiae var. boulardii em menores tempos de guarda da
bebida, a fim de compreender em quanto tempo ha uma maxima densidade celular,
0 que auxiliaria também no aperfeicoamento do tempo de fermentacao.

Alimentos como os gréos de cevada, utilizados na produgdo da cerveja,
possuem compostos conhecidos como prebidticos, substancias nao digeriveis que
estdo presentes em alguns alimentos, e afetam beneficamente o hospedeiro. Esses
prebioticos estimulam a proliferagdo e atividade de bactérias desejaveis ao
individuo, e devem ser estudados quanto a sua contribuicdo na acao probidtico da

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, quando tratando-se da presente pesquisa.
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9 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que é possivel produzir cervejas de diferentes

estilos utilizando a levedura probidtica Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.
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APENDICE A - Ficha técnica de avaliagdo sensorial para o estilo Pilsen

Avaliador

FICHA TECNICA DE AVALIACAO SENSORIAL

American Lager — Pilsen

INSTRUCOES: marque X nas caracteristicas percebidas, circule as esperadas no esfilo, mas ndo detecta-

116

das.
Malte | Ldpulo stares | Outros
Grag Citrico :l Frutado | | Levedura
Malt= Caramela Termoso Maga/Pera Fruta
Lupulo Fao : Flaral : Banana : Latica
Esteres Fruta N Graminea | | Bemry | | Fumaga
Fanois Tastada | | Ervas || Citrice || E=peciaria
Alcool Tarrado Finha Frutas s=cas inho
Dulgor (ueimado Madeira : Uva : Madeira
Condimenta N || N Flzral
APARENCIA Cerveja Colar Cutros
Falha Branca
Turbidez || Amarelo Marfin
Tamanha colar || Cura Creme
Retancio colar || Ambar Bege
Malte | Lipulo | Esteres | Cutros
Graa || Citrico || Frutado || Leveduras
Malt= Caramela Terroso Maga/Pera Fruta
Lipulo Pia || Flaral || Banana || Latico
Esterss Fruta N Graminea || Bemy | [ Fumaca
2nois astade nas itrico epeciara
Fanoi Tastad | |E L Citri || E=peciari
Alcool Tarrado Finho Frutas sscas Winha
Dulgar Queimado || Madeira L ]
Amargar Milho | | Picante || | Equilibrio
Acidez N || || Malt=
Acperaza Lupulo
] ] || Equilibrade
Falhas Final
Choca Enjaativa
Carpo Gusher Daoce
Carbonatagio Quente Médio
Calor Asperg Seco
Cremosidade Picante
Adstringéncia
FALHAS (marque  x quando presente)
Arama Sabor Sensagao na boca
[ Acstaldeido [0 Acetaldeids 1 Alcodlica Precisio do estilo
o Adstringents O alcodlica [ Adstringente
Ll Diaceti O adstringants O] Discetl Ewerpin Mg Fomde
L Dimetisutfurete [0 Diacet O Megicinal cracterisliz ealila
B Ectorificado O Dimetilsutfursts O matilico L
E Graminea E Esterificado E Azeda Merita tcnico
Metalico Graminea Vinagre Sam Fakas
Hmm E Medicinal E whes 00000 C0
[] Cxidado 0 Metdlico
O Azeda O Crridada Imprass3s geral
[ ] Fumaga O Azeda i ]
[0 Enxofre 0 Enxofre Bacelonls oy e bebera
[ “inagre O ‘egetal i nvaTenl
[1 Levedura O “inagre
O Lewedura




APENDICE B - Ficha técnica de avaliagdo sensorial para o estilo IPA

Avaliador

FICHA TECNICA DE AVALIACAO SENSORIAL
American Lager — Indian Pale Ale

das.

INSTRUCOES: marque X nas caracteristicas percebidas, circule as esperadas no estilo, mas ndo detecta-

Malta Luipulos steres Outros
Grao | ] Citrico | ] Frutado Levedura
Caramels | | Frutado || MagaPera Especiaria
Fao || Flaral || Banana Latico
Fruta || Graminea || Bemy Fumaga
Tastado || Ervas || Citrico Vinho
Aleool Tarrada || Pinha || Frutas secas [ |
Dulger Cueimado | | Madeira | Uva
Granulade || Condiments || Melfo
APARENCIA Cerveja Caolar Outros
Palha Branca
Turbidez Anmaralo Marfin
Tamanha colar Jura Creme
Retengio colar Ambar Bege
FAuwermehado
Malte Liipulo | Esteres Outros
[ Grao || Citrico Frutado || Leveduras
Caramela | Terroso | Maga/Fera | Fruta
Fao || Flaral || Banana Latico
Fruta || Graminea || Bemy || Fumaga
Tastade Emvas Gitrico E=peciaria
Aleool Tarrade | Pinha | | Frutas secas | | Winha
Dulger Queimado | | Madeira || Uva ]
Armnargar Milho | Picante | [ Eqguilibrio
Aridez Granulade | | Condimentas | | B
Acperaza ] ] | Lijpulo
L | | | | | Equilibrado
Falhas Final
Choca Enjoativa
Gusher Doce
Carbonatagano Quente Médio
Calor Acperg Seco
Cremosidade Ficante
Adstringéncia
FALHAS [marque *® quando presents)
Arama Saboar Sensagao na boca
O Acetaldeida O Acztaldeida O Alcodliza Precisio do estila
| Adstringents O alcodlica O Adstringente
O Diaceti O adstringentz O Diacet Ewempl oo Ferde
E Dimetilsulfursto E Diacetl E Medicinal ceracterisliza ealils
Esterificado Dimeatilsulfurats Metalico e
E Graminea E Esterificado E Azedo Merito tecaico
Metdlico Graminea Vinagre Sem Fallors
E Mafa E Medicinal E mhes 00000 00
Oxidado Metdlico
E FAzedo E Oucidado Irnpressan geral
] Fumaga O Azedo
Enxofre Enxofre Excelerte b beberizs
S inagre E Vegetal recera -
Levedura O inagre
- O Levedura




APENDICE C - Ficha técnica de avaliagdo sensorial para o estilo BGSA

Avaliador

FICHA TECNICA DE AVALIACAO SENSORIAL
American Lager — Belgian Golden Strong Ale

INSTRUCOES: marque X nas caracteristicas percebidas, circule as esperadas no estilo, mas nio detecta-

das.

Malte Luapula steres | Outros
Grao Citrico | ] Frutado || Levedura
Malt= Caramela Terroso Maga/Pera Fruta
Lipulo Paa || Fleral || Banana || Latico
Esteras Fruta Gramines Berry Fumaga
Fendis Tastado Ervas || Citrico || Especiaria
Aleool Tarrade || Pinha || Frutas secas [ | VMinhe
Dulger Queimado || Madeira | uwa || Madeira
Condimenta H H Ficante H Flaral
APARENCIA Cerveja | Colar Cutros
Falha | | Branca
Turbidez Amarela Marfin
Tamanha colar Dura : Creme
Retancio colar Ambar || Bege
Malte | Liipula | Esteras | Gutros
Graa || Gitrico || Frutado || Leveduras
Malt= Caramela Tarroso Mazga/Pera Fruta
Lipulo Pao || Flaral || Banana || Lética
Ectoras Fruta || Graminea [ | Berry | | Fumaga
Fangis Tastada || Envas || Gitrico || E=peciaria
Alzool Tarrada Finha Frutas secas Winha
Dulgar Qusimado || Madeira [ | va ]
Amargar Milho Picante | | Condimanta | Equilibrio
Aridez Condimenta H || Malte
Acsperaza Lipulo
] ] || Equilibrado
Falhas Final
Choca Enjoativa
Caorpo Gusher Doce
Carbonatagdo Cuente Médio
Calor AEpera Seco
Cremosidade Ficante
Adstringéncia
FALHAS (marque ¥ quando presenta)
Aroma Saboar Sensagac na boca
0 Acstaldeida O Acstaldaida O Alcodlica Precis3a do estila
| Adstringents O alcodhice O Adstringent=
L Diaceti O adetringants O Discetl Ewerpin Mg Fomde
L' pimetisutfursts Diacstil O Medicinal Erecteristia ealils
O Ecterificado Dimetilsulfurats O metilico Mérito tBenico
E Graminea 0 Esterificado E Azedo
Metalico Graminea Vinagre Bam Fakas
H WMafa L) wpegicinal E mhes OOOO0O S
O =idade Metdlico
0O Azeda | Crcidada Impreszao geral
[] Fumaca O Az=do ]
] Enxofre [ Enzofre Excelerts oooon M beberis
[ Vinagre 0 Vegstal e mNITETIE:
[] Lewedura O Winagre
O Levedura
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ANEXO A - Método EBC 9.43.2

The messurerment of the spedfic gravity |5E) and the defined density derved walues of & Deer st 20 50 using
digtal density meters of the cscilstion type.

Refer to Section O (Satfety] for reievant waming and safety precautions.

The messurement of the spedfic gravity (52 and the defined density dermed valves of & Deer &t 20 50 using
digtal densrby meters of the cocilahon type.

The misthicd can be spmked b all beers,

3.2 E3CMethod 8.2 2 [Wwork: Soecific Sravicy of Wiort using & Censity Meter]

The spacriic grawtty of beer i determined using 8 denshy meter

S EBC Methoo LE.

S EBC Method L6
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7 PREPARATION OF SAMPLES

7.1 Remowe mooess carbomn daoede by srakeng aoout 200 md of beer im s 500 mil fask ot & tempemabune of 20
1 %C. Shake gentty ot frst and thien vigonoussy, wntil gases no longer ascape from the Sesr. Durng shaking thie
Tiask mist be ioosaly ciosed.

7.2 Filber the besr through 8 dry folded filter papsr o 8 second conical fissi. Dscard the frst 20 mi.

7.3 Fepeat this shaking and filtering sbep to be sure that the beer is compiebely degrssed. Anout 50 mi of
fittered sample is reguired.

7.4 Equilibrate the fitkered samgie to 20 E 1 36 in & waber bt

8 PROCEDURE

Eax EBC Miethiod L.E.

9 EXPRESSION OF RESULTS

9.1 Calcubskion

5.1.1 Becord the chosen dispiay velues as spedfic gmawity or cther density retated waiees to 5 or 4
cecimal plces |15 figure and 5 Tiguns instrsments, respectivety].

5.1.2 For expression of the appanent exirect or otver specific grevity'densty valuss, if they are not
shoram on the cispley, se= the bk of Soidiner, Eiemann, Blook and KE&mpf.

9.2 Precsion
5.2.1 See EBC Miathiod 1.56.

5.2.2 The precison values giaen beiow as specific gravity wene determined from the dain of B
colimborstive triml amied out by the 0B Anaksis Commitbes in 1965, Twenty thres |soorebones
anatysed Desr camples af 3 levels.

Instrumemnts with & 5 Sgure cisplay 53] [r=4):

Farge (53] ru 58] Rus (5]
05551 to 1,0470 ODO0d OD00E

Instrumemnts with & 5 fgure cisplay (58] [n= 14):

Farge (53] o[58 Fus 52}
05554 to 1,070 ODO00E 000032

where n= number of participating laboratones.

10 BIBLIOGRAPHY

101 Goiginer, 7., iemann, H., Sock, B snd KBmpf, W., Rohrzudker-, &lkchod, Stammeesirze- und
Korrektonstafel (19565, Instibut fidr S&nngspewerbe, Sedin, Sermany.

10.2 Seg EBCM=thod B.2.Z.

=
M gorureere! or oy af 1h pordy connef b afered) seproauees] okl fromeleee! or ekl withood B expla T oovuer! of e

Herweva af Curope s L0 T uoer af Bhon Socureere! aball covmply wedh B Dol Tor ond Lonceov awniistve bape
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ANEXO B - Método EBC 9.4

The calcuimtion of criginal. real and spparent extrect and onginel gravity of Desr from specfic gty
distermi nations cbimined on the boer snd on the aloohalic cistilste snd Dear rasicue sfter distilation.

Refer to Section O (Safety] for refevant waming and safety precautions.

The calcuistion of original, real and spparent sxtrsct and cnginal grovity of Sesr from specic gty
dietermminations cbimined on the boer amd on the alcohalic ciskllste snd Sear residue sfter distillation.

2.1 The method an be applied to pale 2nd cark beers, butnot to slookol fnee eers or Deers with low aloohol
oohent

2.2 4 ponrection hes to be made for scdic beers becauss of the ermor due to the presence of wolstile sdes in
tre alcoholic distilate. If the acd is present as part of the charscher of the procuct then the correction should
be made scrording to the method of De Cerck [see 3.4). If microhiological confamination of the beer has
gocumed [e.g5. in @ beer samphe retemed by & custome© ) and the acd is present as @ result of conversion of the
beersicohol to acd by besr spoilage organisms the comachion should b= mesde sooonging bo EES method 5.2.5.

3.4 Imternational Standsrc, \Water for ansytiosl Bbormtony use — Spedfication snd fest methods, 150
2636:1587 E).

3.2 EEC Methog S9.43 2 [Eeer: Spegfic vty of Sesr using s Dengey deter) or EEC bAsthoo 943 1 |Exer:

Comoific Srayty of Sear usinge 8 Syknometar]

3.3 Godiner, F. Eemann, H. Blook, R snd KEmpof, W. Rohrucker- Alkonal, Smmwiizs- und
Kornskcbonstafe] [1555), instibut for Sanngsgraerbe, Serin, Sermany.

3.4 D= Clerck, L, Cours de Brassenie, Ind edl [£563) Vol 2, 630.
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3.5 E3CMethpd 9,21 |Beer Aicohol in Esar Dy Dechilaton],

3.5 PerwiowzkirSchild, Die Brautechnische Untersuchungsmetnoden, Sth ed. [1562), Wersg H. Carl, NUrnbeng,
Sermary, 251, 262, 534,

s S .
4 PRINCIPLE

4.1 Thee speofic grevaty 20 5520 50 of the beer is determined.
4.2 Tree beer is cistilked by dinect heating.

4.3 Tre= specif'ic Eranity 20 2G/20 26 of the aloohalic distillete and the distilkation residue ane determined after
making them back up to their onginal weigtt with weber.

4.4 Tre= resl extract % [mfm| of the beer 5 criculsted from the specific gravity of the distilation residos.
4.5 The apparent evtract % [myim] of the beer is calosleted from the specific gmavity of e beer.

4,5 The aniginal extract (% Plato) and the original gravity |2 Sacch.) are calculsted from the spedfic gravity of
tme gistillytion resicie and the specfic Eraity of the beer gictilahe,

SREAGENTS

S EBC Method 5.2.1.

5§ APPARATUS

S EBC Method 5.2.1.

7 PREPARATION OF SAMPLES

S fsiethisd EEC 5.2.1.

8 PROCEDURE

E.1 Procesd a5 miven for EBC Methoe 9.2.1, subctauses B.1 to 8.3 1o obtain the spedfic grasvity of the distilate,
53, and the specific granity of the filkered besr 55, to five decimal places.,

B.2 Ciood the residues in the S00 mi distilation fask to 20 5C. Make the contents of the fesk to 200,01 0,2 E
and mix thoroughly. Messure the specic grewity 20 2620 2C of this residue solution, 58ss to five cecmal
places using & pylonometer or electronic density meber [see 3.2).

.
» dfocureerd or oy af 1 ponly comnof S afered] seprodiuces) sold, fromfeses! o s bribofed s tbou! e explio? conee! of The

Brwwerry af Europs,/ E5C. Ther uoer of han Socurea? sbail comply weth B Demerar’ Darem and Conciebiona avosibir e
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9 EXPRESSION OF RESULTS

9.1 Calculakion
5.1.1 Resl extract

2.14.1 Convert thee specific gravity of the residus, 53, (from 2.2) to the ponnesponding real
mtrsct comhent, ER as % Plabo, in accordsnce wath tabl= 1 of Gcidiner, Klsmann, Blodk and
camipd |see 3.2) oy using the pakmomisl:

Ex % Plato] = -250,234 = EE2,645 5Gea - 200,414 55ix
2.11.2 Report the resuit fo two dedmal places.
5.1.2 dpparent estract

2121 Convert thee specific pravity of the filtered hesr 53, ({from 2.1) to the conmesponding
apparent exirect, (£4 s ¥ Fleto, in aocondanoe with table 4 of Goidiner, iemann, Bicct and
Aot oy using the polynomaal:

Eﬁ.ll'i ="-H'|:q:|:| = -850, 234 £ 552,649 S0 - 202,444 SEa’
9.12.2 Report the nesut to bwo decimal plaoes.
5.1.3 Aloonal as ¥ [myim]

2.13.1 Caiculrte the sicohol content of the beer &5 % [mém) &s geeen in EEC Method 5.2.4,
Sub-Cause 911

2.13.2 Report the nesuit to bwo decimal plaoes.
5.1.4 Original extract
2.1.4.1 Calculate the criginal exiract (% Plako) of the beer using the following formula:

] LLUNRS - A0+
el Plaisi= |-li|-_|-l:ﬁ‘l_-': - Jid

whiare
Ex = real extract of the beer in % Flato
&= minann| content of the beer in % (mm|
p = ariginal wort extract in % Plato

2.14.2 Report the nesuit to one decimal place.

2.14.3 The original exbact can also be oaiculbsted wsing the fionmw ke

o

E -k,
r= N +F

if L

wher= b and q are cormecton factons published by Pawdos ki-Schild [see 3.6).

Thu gmoureere o oy af 1l soedy covnef b afered) ceproauees) sadd Srormleees’ or an ot s ltowe e et covuere! of T
Bewwarrs of Eurogsr,s BE0 T oer of o docuree ! ateil covmpdy with B Dererar’ Der and Concietions awndsbir Bape
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5.1.5 Criginal gravity (2 Sacch.)

S.15.1 Caiculsbe the spirt indication |5] from the spedfic gravity of the distilete 53, (from
£.1) using the formula:

Spirit indication [5] = 1000  [1,00000 - 58]

S.15.2 Caiculate the ooeresponcing degrees of Eravity lost (T from the spint indicrtion [S)
using one of the folowins formuise:

Spire imdication Degrees of gravity b
151 ik

23 Sxd

T e 5 ox A A4 ] - DRSS
== d el =5 S dAS|ELTIHMEY
ol T 5o 43051 S LAITAS
B fr gl =T 5o 434277 - 1A
wm gl <R S x LESRUT - 1L I6dN]
e EER L et e E
o W g o200 Box LEUND . | AUEDN
o= [ and 211 Soa 4 TI0% -2 T3R14
R L S 5y & R5AE - A THH
oo |2 el <13 S 4930750575
o L3 el 14 5o 459472 - 57500
Tw= [dand <15 S % 30030 - HOTRRE
[>m 15 and <16 % x 5003 - 6TSED
w4 B 507 70K

S15.3 Calouimte thee residue gravety (R3] from the specfic gravity of Bhie residus 53, (from
&1

Residue Graity [RE) = 2000 x [58;, — 1,00000}
5.1 5.4 Calkculyhe the original gravity using the fommuia:

Criginal @rty |2 Sacch.| = Gravity Lot D] 423
5.1 5.5 Report the nesult to one decimal place.

el =
thin gorurmen? or oy ol th pondy connof b afered) seproduces] sokd fromaleres! or diabrdufed sethoue? e oot coned! of The
Berwers of Euroge s EEC Ther uoer of oo Socuerare! %l oy Wl e DEmerar’ Drome 2 Lonselen g vsbie e



5.2.1 The precision values obtained for real, original snd apperent extract (% Plato) were detarmined
from the dats of & colaboratiee trial camied cut Oy the EBC Analysis Commities in 1998, Thirkeen
lsDoratores anafysed Do sampkes ot £ levels.

S.I.L.1 Fealexirect, ¥ Fato

anme (% FEbo]  re [ Flatn] S (% Flabo)
Z5to50 0,02 0.0z m

whiEre m s e mean value.

2.21.2 Criginal extract, % Plato

Tanme (3 Fmbe]  re (3 Platn] R (3 Fabo)
Tto 12 007 015
1= ELS 0:s

S.I.1.3 Asoerent exiract, ¥ Pabo

Renge ¥ Piba] e % PistD) R (% Plato)
15to30 (ER ] [ER e

5.2.2 The precision values for onginal gravty |25acch.) were detenmined from the dais of collsborte
trimls canried out by the MO8 Anatysis Committes in 1975, Seven mborstories anatysed Desr campies
ot 10 hevels,

Fange |"Sscch.) e ["Sscch)  Ras [ Sacch.)
3ito 4 0,53 111

10.1 Rosendal, 1. and Schmidt, F., The Siooinol Tabke fior Beer Ansiysis and Polynomials for Alcohol and Extract,
Joumnal of The Instihrie of Brewing, 1587, 93, 373

10.2 Benard, KL, Journal of The Instibute of Erewing, 2000, 106, 135
13.3 Hudson, LR, Jouwsmal of The Instrute of Srewing, 1975, 21, 328,

10.8 Instiute of Brewing Methods of Anahysis, 1557, Method 9.6 [Se=er: Orignal Grawity of Bees Distilstion
Wiethod).

d o e Erofe? coviETe of e

rwwers ol | urooe o 8 A Lo 2! fra oo abe Tt W e e fer g fan s L AT e
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ANEXO C - Método EBC 9.2.3

he determmeton of the alcohol content of beer by refrachemetry.

Risfer o Sechon [ |Safety) for reievant waming and safety precautions.

he datenmingbon of the alcohol contemt of b2er by refrachometry.

2.1 Trez mezthoc an be appied 1o all beers. Queanihed preoson values were oTaned over the rRrge 082 to

7.aT W ).

2.2 Trez rre=thod prowides & raped procedune for the cetemmmanabon of slozhol,

3.1 S3cAdethod 9.2.1 |Beer Sicohol in Eser oy Distilmbion

3.2 EBCMethod 9.43.1 |Beer Spedfic @rewity of Beer using & Pyknomater) or 8.43.2 [Besr: Specfic Grewy of
Basr usrE & Density Maser)

8.3 Irstruction Manual for the squipment used [e.p Eslingham and Stnksy, Carl Zeiss, Metler Tolsoo o
Equivalent)

34 Imtzrrgbonal Standsnd, Woter for snshybosl Bborwbony use — Zpenfcation and fest methods, 150
3E9E:18E7.
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4.1 The bewer i dezpsser, awmding loss of alcohol oortent from ewspaoratian, whilst ensurisg thet all carbon
digside i5 remicsssd such that it canmot interfere inthe analysis.

4.7 The degpssed and fitened samole 5 transfernsd imbo the messunsment prism of the refrectometric
equipment afther manualy o by means of 8 semBUiomatic or &0 avtomaetic sampling cevice.

4.3 The refractie index st 20 5C, baserd on the oibcal sngle of the totel reflected lgght of the Sguid [oeser], is
mensurad.

4.4 The cpegific pravity of the beer is getermined and the sicohol content is cbtnines from the soeciic gravity
and nefactive inde using & regrassion equation.

45 Liniversal regremsion equations hass besn obizined for & wide range of beers (== 111 11 7 snd 11.3).
Howeever, if requined, breweries can derise an equation of greaber socumoy for their cwn use.

5.1 Use vewter of ot kst presce 3 a5 definsd i 150 3EGELSET.

5.2 Stmncard refenence nefractose index soiution, & g, from A.P. Cargile Laboratomes, Inc, LISA

6.1 Refractometers

£.1.1 Analagic refractometer with immersicn pris |dipping type | [complete with besiers ans mirmer,
eic.| or thermoprism [fiower through typel. Mol for refrectve index 1,3254 1o £,3664 and calibreted
using thee Zesss Fulftich Scale |Belingham and Staniey, Carl Zeiss or equivakent).

5144 Light souros, socium spectral lemg NaE or other light souroe &s recommended for the
refractometar used.

5.1.4.3 Water bath, 20,0 10,05 5.

£.1.2 Digital refraciometers with prism in 8 mezsunng cell for nefracive index 1,32 to 1,58 measured

C-linie of sodium |wassisngth of 589,3 nm) fo 4 or better 5 decimal pisces [Meter Toledo o
muivakent].

53124 Light sousoe, dinde |LED] type or the equimbent recommendes for e equeprmsnt
used.

51232 Temperturs control, Pefer buit-n themmostet o Z 0,02 5C or the squislent
recoeTimended.

§.2 Filbar funneis.

£.3 Clock glasses and/'or Petn gishes.

&.4 Filter papers, Toided and dry (Whatman Mo, 1, 585 5500 or equisbent].
5.5 Coniml flasks, 150 mi &nd 300 mil

5.6 Wwater bath, tharmostatcaly reguated, keot ot 27 to 20050
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7.1 Rermove exoess CAroon dioside by shaking, by hand, 100°ta 200 mi of beer in s 200 mi conicel flask &t 8
temperabuns of 47 t0 20 30, Stske geathy st frot snd then vigorously until gases no longer escape from the
bieer. Curing shaking kesp the fiask cosedl,

7.2 Fitter the heer through a dry fitter paper in & funnel, covensd with 8 clock gless, into & seoond flask. Reject
e first 20 ml of fitbrabe.

7.3 Repest this shaking and fibering step until the beer is completely demassed.

B.1 DCerivartion of & regression aquation

2.1.1 To oorwert the sl reading of the nefmciometer to sioohol oontent it i necessany o derve a
regression equation from messunements of alochol content by the refenence cistilstion method,
refrectve index and spedfic grawty.

8.1.2 Bsject about 10 fo 20 semples of Deer simiar io the cample 1o be arslyses.

2.1.3 Deberrine, from the degasoed Desr sarmpies, the akoohod conbent oy the refersnce distilation
meethod [see 3.1), the refrectase index and the specic gravity (se= 3.2)L

2.1.4 Cuiouigte the constants 8, b and © empioyed in the followsng eguation, using & mutbiple lineser
regression statistical programeme:

& % (mym) or % W] = & |58 - WE| - b [PE) -c

wnens

& = aloohol of degrssed beer abtzined by distilkation, in # (mfm| or % V]
27 = refractometer reading of demssed bees ut 2050
Wi = refractometer neading of waher at 20 50

PE = pressnt greity of degassed beer wihich is obtsined from the spedfic gravity scoonding
o 1000 |58~ 1,00000)

23, = spedfic gravity of cegassed Deer st 20 2020 3C ta 5 cedmal piaoss

B.Z C=termimration

8.2.1 Usinig BN FMMErsom prism

£21.1 Attemperate the Deersamples in & water badh ot 200 005 35 Indude o sample of
wEther to 50T 2c @ SEnk.

&.21.2 Switch on the light source of the refrachometer and sitemperate the prism to 20 2Cak
mast 10 min before use by ImMersing the prism in o oesker of water ak 20 B0,

£.11.3 Ensure that the border line of the soale is well defined with & charp adme. s colcuned
mand is visible, adjust the colour compensator to minimise the effect.

£.21.4 Repond the soale resding of the refrachometer for water ot 20 2C. The scale resding, Tor
weeter af 200 5C showld be 14,50 for prsm E and B5,53 for prism 7. Mincr devistions from these
wilses wall not significantty affect the resutts.
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£21L.5 Reoord the mefraciometer readimg for the beer samples at 20095 Sean and dry the
arism after esch sample

2.2.2 Using a thermoprism

2221 Procesd scoording to sub-deuss B.21 from B2.14 to B2.15 with the following
axcephon.

S22 Cypen thee prism, pour 'i.'-:l:e-[af 20 EC| ower i pnism and then ciose. Watfor 1 1o 2
miin Defore tARIng A I'ﬂl:iﬂ;.-l'ﬂr rEglecs the wber with the besr sampie avoiding foam and
Dubbile formeatan.

2.2.3 Using B digital nefractometer

2731 sStart wp, oondtion, sduest, calirabe snd use the nstrument scoocding o the
marutscburer's operating instructions.

2733 Use — if it is avamilabie — the froubleshoobng mens COMMANES 0 ensure that the
enpuipenent is in good working onder.

£23.3 Afier turning on the nstrument allow 3t l2ast 20 min for the instrument 1o warm up
and stabilize before performing any adjestment.

&7 3.4 Openthe cover lid and desn the messurermentcell [prism) thoraughly with water and
acetone to remoses any crganic residue. Wipes itdry with @ soft tssue or equiaient.

£23.5 Daily check the working condition with @ zero peint adjustrment with & and with o
weter adjustment (n:™ = 1,33255). The instrument is now ready for sample measmements.

&1 3.E Establish & manual or autometic sample sequenoe: sampling, drining, rinsing, purging,
dnying.

E13.7 Introcuoe the sample untll the ool 5 coversd. Allow 8ir and OOy Dubbles to esoape
avoiding aicohol evsporabon. Recond the refractie index weilve displeyed.

£.23.8 When &l tre sampies have been sralysed. dram. ckean snd dry the measurement ozl
{and connecting tubing if amyl.

£.23.5 Periodically check the soourecy of the instrurment with & standand, cerified reference
solution e.g from B2 Cangile Labombones, Inc., USS& or with & stendard prepared irrhouse
and the tempersture with 8 refenencs thenmameter.

&7 3,40 The instrument shoulc be sways checied ot the measuring tempersture [20 2C) @
Ensune MeTECE meAsLrEment.

B.3 M=asure the spedfic grvity (SQwm) of the degassen beer sampies ot 205020050 10 5 decimal plaoss using
& pyknameter or 8 density rmeter jses 3.2)

9.1 Caicubakon

5.1.1 Cbimn the akoohol content etfhier as % W] or % (mfm) by inserting the refrecbometric values
chizined fior the beer and woter and the speciic grevity of the degassed beer |2.3) inbo the regression
eguation.

5.1.2 Express the resuts as alcohol sther as % (mfm| or % %) to 2 dedmal piaces.
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0.2 Prarsion

The predsion walues sren balow wene determined from the dats of s colaborstive trial camied oart iy the EBC
Arglysis Commattee in $595/1996 in which 7 to 9 labomtones anelysed [usng their own formul) 12 Deer
samples 2t 5 levels in the range 0,82 to 727 % (W),

Rangs (& (W]l ralR WVl Rl (W]
0,82 to 7,37 10,045 FETT

10 BIBLIOGRAPHY

10.1 Berglund, V., Embngton, ¥, and Resmussen, O WiochiEnschrit fr Emueras, 1934 51 233,
10.2 Scrild, E and Irmgang, 3., Brawsizserschatt, 1556, 9, 1314 and £357, 10, 15,

10.3 Browwm, DUELW., houmal of The Instihete of Brewing, 1577, B3, 41

i
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ANEXO D - Método EBC 9.45

&, mathermatical procedure o calouiote the snerpy vales of beer from the sum of the energy valves of the
signiftoant beer components as determined by ofher methocs.

& matherraticsl procedure to calouiate the snergy value of beer from the sum off the energy valves of the
signiftcant beer componenis as determined by ofher meethocs.

2.1 T method can be applied fo sl bess

2.2 Thie method is the ofical method for calcuisrbcn of enengy velue [in kiccaiores or Rilopoues; 1 kol =
4,1BEB k| |ASEC = 4,1B4, ID8 41222 and if you apply the kol &nd k) clouabon formule, &s examph for a
besr pilorer type, the o between e tao nesutts mn b= 4,122, beosuse the rvho ky'kcel = different for
exch sum's component: so for aloshol 258¢7 = 4,143, for carbohydrates 704 = 4,250 and for probesn 1744 =
4,250 for lebellimg of Dewermges to meet the regurements of the EC Derecinee SOY45SE/EEC, Mutmiores]
Labeling Rules, cefindon of Erergy Falue.

2.3 Tre2 Kiicecaione in nutnionsl soence 15 comemonly refemed 1o as the caions or “lage™ lane snd = based
onthe 15 '3 calorie.

2.4t should 2= rohed that EEC Methaod 5.26 does not indude & full contnbuhon from any pentosans pressnt.
2.5 ' it is thought thet the product conteins significant quantities of poiyols [e.g. glycenol) then EBC Method

9.33 15 svarable &and the S0 fTactors below for convertng pofsoE must be used and the enengy acded o the
tortal obdmmied m 6.1

Energy £ [kl 100 mi) = ghyoerol (/100 mi| x 2.8 Energy E (kL1100 mi] = ghosnol /400 mi| x 20
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3.1 EBCMethod 8.2.1 |Beer Acohol i B=er by Destilator].

3.2 EBCMeathod 5.04 [Bepr Efnmng in Seer by Sas Chromatoersonyl.

3.3 E8CMethod 5.25 |Beer: Totsl Carbohvembe in Sesr by Spediroohotometry].

34 EaCchathod 5.5.1 [Bssm Totel Miroeess w Eaar: ©ajdsnl fdstnod).

5.5 EC Directose [SO/4S5/EEC) Mutrional Labeling Rules.

3.5 Rosendal, L and Schmick, F., The Aloohod Taoke fior Beer Aralyss and Polynomials for Aloohal and Extract,
Joumnal of The Instieie of Brewing, 1587, 93, 372

3.7 Intemational CrEEnizetion of Lagsl Metrology, Intematonsl RAacommencation Mo 22, Alcohoiomatny
“Interrational siooholemetric tables”, Tabde va, First edron, Pans 1573,

The enarsy value is mkculabed from the sum of the energy values of the signif'icant beer components: alochal,
‘total carnahydinabe: and protEn. Thens JetErminations &ne made using EBC methoos 9.2 1 or 5.2.4, 5.2€ and
9.9.1 respectivety.

5.1 Determine the alcohol content of the beer as % (m'm) by the appnopriste BSC Method 5.2 4 or 5.2.4 for
vz datmnmirakion of sioorl

5.1.1 Remicubyie the aioohol content of the besr in % [m/m| sooording 1o the formuls beiow and
expness the resultt a5 aloofol A ingd 100 mi,

Alophaol & [E100 mil = alcohol [ (mfmjicp

whene p is the dersity of the besr gt 20% [see 35 and 3.5).
5.2 Determine the totsl caroohydrete content of the besr in £/ 100 mil & guocss by EEC Miethad 928,
5.3 Destermine the totsl nitrogen conbest of the beer in mgfiine by EBC Method9.9.1.

5.3.1 For oorveersicn bo proden use the formuils:

Prodein (=400 ml| = [Total M (mgSibre) « €253/ 10000 = Toml M [mgiire) £ 6,25 = 107

6.1 Caliou ko

The energy welue can De calculated sither in kiloosionies [koal) or in Kilojoukes (K] wsing factors presoibed in
EC Directiee [30/435/2C):

¢ Enempy E [koalfL00mi|= (ax 7] & [Sund) #[Frd)



133

» Enepy E [Wf100mlj={ax23) +(Cx 17 +[Fxi7|
or using e fotel nirogen content of the Daer &z 8 messune of the protem combent

*  Ensrgy E (o100 mi) = (& x 7) + [Cxd) & (M x 0.D025)
»  Enerpy E [k/100 mi) = [&.x 28] + [Cx 27) + [N x0,0108)

whee
A = mlcohel, g 100 ml
C = marbohydmbe. in 5400 mi as glucose
F = protein, in g'100 ml
N =totml N, in mgiitre
E.2 Report tre result in ozl or ki to ane decmal plaos.

E.3 &z an aternative bo the offidal EC method an eshrmated oy vale can be calosdeted from the slcohal
mnd mea| soctrect vnives off Thie Deer [ses 73,

Energy waiue E [koalfL00 mi| = density of the beer [gfml| £ [35xE £ TxA)
ar
Energy waiue E (k100 mi) = density of the beer [gfmi] x (15 x E, + 25 x &)
winee

Es = resl extract, in ¥%om/'m

A = palcobol, in ¥omdm
6.4 Precion

E.4.1 The precision of the debermington of the energy value by caiculabon has besn evalusied Dy
application of “Ouentifying Unosrtenty in Srelyiios]l Messurement” (s== 7.4] The reported

unoeriznty [U) [se= 7 2] is an expanded unosrtainty mlculbed wsng & ooversme fachor of 2 which gives
B b=vel of conficenos of Bpprosimatsly 55 ¥

5.4 4.1 For repesiability

U (o2l 100 mil] = 2 % {[5,625.10" £ 4,875.10" x A + 1,56.10" % &7 | + |3,265.10" + # 3,265.20"
X0 F B 16007 ST |3,506.007 + 1,335,007 K N+ 1,148 007 5 NP

&

U [EW100 mi) =2 x {9,565 90° = 0,0322 5 A+ 2,681 w 47 | 4 |5,B97E.107 + + 5, B976. 1P n &
147007 5 CTH (702107 £ 2,407 40" 5 N £ 2,063 400% x N1

Ang treen, the neporiong enengy comtent should De made &

£ + U i oml/ 200 mi or k00 mi



54 4.2 For reprodudbilty

U [kcalf 100 mi) = 2« [5,625.007" 4 75 00" w & 4 25000 &7 & [LZT A0 0 C* ) 4 (T ET.AD" 4
TETA0 " kN4 15020 N

-
U (0200 ) = 2 X {00965 + 01ZETA + 0042587 + 2 3037 K 0 414330077 +
1433 30" N+ 3 58 10 « N3

Andteen, the 'EF'I:'I'I:FE ENETEY omrtent should e e &5

£ ¥ Ui kel 200 mi or k200 mi

£.4.2 PFrecizion values I:|.|_| @icuited from the errors of the oomponent aneiyss ane dependent for
niceTral el mainly upon the el of arbonyorate in the beer.

€.4.3 A5 3 guide, in an PDB Ansiysis Committes oollabomatee trisl [see 7.4), where 10 Bbomtones made
singie ceteminations on 4 beers in boal’i00 mi, the mesn precision values wens:

Carbohypdraie
Eeer Type 1100 i) u
DviigyLite arT a,0a
Fremium lager/oeiesle  3-5 3,08

7BIBLIOGRAPHY

7.1 Mdartin, P.A, Journal of The Instiute of Srewing, 1582, BS, 320

7.2 Appencis 1 to EBC Method 9.45 — Quantfying Uncerteinty of Seer Enengy 'Walue [see ot waw . sbc-nil.oom|.
7.3 MEEAK Band Il, 2002, Method 2.12, Physi D-E:isd"l!r 3nzninaert.

7.4 Quantfying Unosrtainty in Anakytcal kMeasurement, EURACHEM/OITAS Suide, Seoond Sdition 2000

7.5 brestiturbe of Erewing Mathods of Analysis, 1557, Metnod .30, Eser: Evergy Value of Seer (Caloustion).

7.6 ESCMethod 9.33 |Beer: Glyceral in Beer Ennymatic Methoo).

.
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ANEXO E - Método EBC 9.35

The d=termingtaon of pH at 20 "G of cecarbonabes besr us i B pH meter

Refer to Section O [Safety] for relevant waming snd safiety precautions.

The determinstion of pH at 20 "Cof decarbonated beer using & pi meter

The method can be sppled to all beers. Complete degazong of samples must be scheved.

The pH off beer 5 estrmated using o oH meter and o sutsbie slstirode system.

Use thie reagents as spedfied in EEC Method 15.

E.1 Filter funnels.
E.2 Merium fast qualitatve folded filter paper &= Schisichier snd Schusl 557 42 or eguaalent:

.3 Conical fasks

135



136

E.4 Water batn, attemparshed 3 20 tiag

Further nefer to EEC Method 2.5,

7 PROCEDURE

7.1 Sampie preparstion

Remoyve siness carbon diowide oy shalong sbout 200 mi of beer in & 500 mi flasi ot 2 I:Enp:r-:ture-:lfll:lt:
S Shale gently at first and then vigorously, until gases no longer esmpe from the beer. During sheking the
flask is bept dosed by Fancl. Fiter the beer through & ony folded fitter paper in & funnel into & sscond oonicl
flask. Repeat this shaking asnd fiterng step to be sure that the beer is completaly cepassed.

Noter B single shaking and fitenng 5 sometimes not sufficent to obrbain & stable p& end-value. Furthemone,
insdequate desmssing will resut in residusl GO, contributing to an unstebie pH resding,. Doubie shaking and
fitbering is the best degassing procedure for messuring pH of degrssed besr,

7.2 Analysis

Proceed scoording to the instnactions gven in EBC Methed 1.5, deuse 7.

8 EXPRESSION OFRESULTS

B.1 Report the pH resut to bwo decimal places st 20 'S, pH has no units of measurement but is expressed &t
20

B.2 Predsion welues debarmined by MOE Anslysis Committes in 2997 when 42 iaborstories snafysed 2 besrs ane
sreEn Deiow as B Euideline (2 ariety of differant demassing techiniques wens used by the gartcpants).

Rang= i R
3841044z 0,025 J.1322

9BIBLIOGRAPHY

9.1 Harmisan, H.R., loumal of The Instiute of Brewing, £958, 104, 123

5.2 For furtner hiblograny see E3C Method 15

. 3.
o gecurmere! or oy af 1h oty connof b afered] seprodiuces) sold frommfered or afebol ofed artbocd e ool oone! off e
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ANEXO F - Método EBC 9.8

The determimatan of the biter substanoes in beer, wiich 8re msnd' 15c-a-a00s.

Rizfar to Sechion D |Safety] of EEC RMetmods for nelesast warning and safety precauhions.

he determimgton of the biter substances in bees, wich are msnd 5o-a-800s.

.

2.1 Tz mexthoc oan be applied hoal types of fitbered Desrs. Turded beers must b= danfed by cemriiugahon.

-

Z.2 The resufis sre only wabd o the beer does not contmn the foliowing CoMmpouncs: n-heptyi-d-
hydmerybenooaie, sacchann, sabcplc &0, sorbic aod. These compounds ane esiacied by sc-octane and

ansoroed at TS nm, but ther presence can be deteced beuse they change the shape of the sbsonobon
o

mbematonal Standard, ‘Water for sralyvbol Bborsiory use — Spscrhicahion and test methods, 50 3EEE1537
IE'
=

The mtter substances sne estrached from sodhied besr with So-octane. Sfther :!'1|IITLE!1'.I:F tre absorbanoe
of the :c-::a*—:l:r_.er T measunsd at Z7TS nm BEEINSCA reference of pure so-octane.
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REAGENTS

=
5.1 Unbesz pkheraise stwbec, use only reagemts of necognised analytical grace and onby waber of ot lesst grade

3 o defineadd in 150 36561987 [E].

5.2 Isg-octane [2,2,4-trimethy| peniane| far UV speciroscopy. The absorbance of this sohvent must be below
0,010 when menasured gt 275 nmi in & 10 mm covetie agarst & referenoe of distilled waher.

5.3 Hydrochloric acid, o] HEH) = & M.

5§ APPARATUS

E.1 U spectrophotometer, with B sit width of less than 2 mm.
E.2 Silica cuvethes, 10 mm optical path bemgeth.

£.3 Cenbrifuge. opemabing speed 3000 rpm

6.4 Rotary shaksr, ampltude 2-3 On

E.5 Shaker, wrist acton or platfiorms bype.

6.6 diass balls.

E.7 Cenbrifuge tubes, 35 mi with sorew thread necks and piastic caps for the tubses with polypropyiens inserts
ta mender therm solvent Hght

B.B Gilas s oonacal Tlasis, S0 mil and shompesrs.

Ba P'p-d:bs_ 0,5 ml, 10 il aned 20 il o, atbernatesesy. 05 miand 20 mi volurresine depencers.

7 PREPARATION OF SAMPLES
7.1 Deges Bl besr camples withowt koss of fosm and stbemperate to approdmabey 20 5C befone snalyss.
Gentie strring with @ magmetic sbrrer on @ low spesd to svoid fobbing s recommendsd. The sddition of

desassing apents or degassing by fitration may result in & decresse in bitterness and is therefore not
recommandet. Plastic oontainers must not be used.

7.2 Iscra-accs acsort ambo giass. For every clean mlass surface (new giass Nasks and/or thoroughly cleaned
sincs fiasks) in which so-a-accs are expased, there will De & drop in e measured bitherness. Thensfone it i
recommeended to rinse thonouzhiy ceaned and'or nesw giassware first with an iso-ocane beer extract befione
uze.

8 PROCEDURE

E.1 Pipette muactty 10 ml of desassad beer invto 8 35 mi centrifuge tube or 253 mi conical flask. Addd.5 mi of
hydrechioric aoid followed by 20 mil of isooctne. Fisce 2 10 3 giass bails in the cenbrifuge tube,

B.Z Sorew @ oo weth B pofythens insert omto the oerimfiyme tube o stopper the fack and ensure 8 solvend
tght z=al.

of bar o) seproduces sokd frorfeees or sl ofed wbhoud B evptiat conuem! of The

Bewwerry af Furops / S0 Ther ioer of i docuree e sbail complhy with e Semeral' T and Concltions avotiobie bare
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ANEXO G - Método EBC 3.1.1.1

Determinahion of the yeast oell conoenbratece 1n sbonesd priching yeact, fermenfing or stoned beer.

Descriptors: Haemocytometry, counting chamber, counting crembers ([Thoma, Malaszez, Borier-Tirk
Neubauer|, countng snea

Determination of the peast oell conoentraboe 1m sbornes priching yeast, fermending or shoned beer.

& grop of the yesst osll suspension s pleced on & shide wTih 8 counting cramber. The counbng chamber has a
wall defined wvolurme and & subsdraded indo squarss on the bothom suface. Counbng & =fechsd under 8
mirosoopes and wisdke & well s cead ozlls ars oounbedl A high peast cell concentrybon 5 nesded 10" celimi
minimum

*  MBicrosoope wrih brght field cr phase conbmast illumiretcn and about S00x msgnhorbon
*  Haemocytometsr ooeer Slip

s [Frpethes, fine tp, 1and 10 mill volurse,

* olumetnic fask, 200 mi

*  Besker, 250ml

*  Maznehc plate and shmng oer

s Hsemocytometer, double chamber wrth cips, prefembly

He=moofiometers ars svaiable with difersnt munfing chambsrs :T"|:I'I"H Misimsses, E;Jrl'Er"T;Jrl'.hE'Ll:CLEr:.
Confimn the ientry andc voiurm: of the Dounting cramser to e e,

Thoma Chasmiber and Neubsuer or Meubsuer rmiproved sne the prefermed types.

Thoma Chamber Iwge square o spusnsent to the cenirel squane of & Neubsyusr or Neubauver improved
Chambers [fgure 28, 20]. Degth and anss of the lanme squans beng equal (0.1 mm deep and 4 mm*ares) 5o
the wolume is 00001 mi {107 mi or 10° mm®). Therefore any count on this snes fas to be matipied by 107 1o

malouiete the o2l concenirsban oy mil.
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Characheristics :
Depeh i.]
Mumber of  large ]
aiiLAPES
Large cq. area | gnum® s s
Shanber of medinim 4 1@ 25
siuares per largs =, (% med. sq. im [(% mesd, =0 im nple (kalf of tnple
triple lime area. Litee area. apart) lise amey
apan) fcindied Ln each
. s
Side of mednun sq. (k.2 wum 0.2 nam .2 s
Mimbser of sl s I 16 16
per medium siq.
Side of small sq 0,04 mm (k% mm 04 mami|
Snall s arza 0,002 % 023 m” 00024 p”
Tovtal small sq. 256 256 0]

Falicw the manufacturess instructions to carmy out the o= count.

As an example, for Neubsusr improved Chamber, ke 25 medium sguares [25 x 16 = 200 small squanes, or
one large square | s the counting anen, using the cenirsl ne of tripie nes os boundsnies. This will ghve s total

counting ares of 1 mer.

f =

L1

II n 1

B B - : "
e LR B

]
LIS o Lk
g ls [®

Figure 1. Neubauer improved heemocyboemeter showing medium sioe squane in blue (0.2 mem side) and smail

square in red (.05 mm side]. |Courtesy of @nupo bishou-San bigue)
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Figure 2n_ GifTfenent types of counting chambers |Courtesy of BRAND, Weriihem, Semmamy)
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Figure 2b. Cifferent types of counting chembers [Courbesy of BRAND]
REAGENTS

Cleaning the oounting chamber
The counting chamber snd oowser sEp must Se dean and dry before us=. it may be necessany to scrub the neied

mren. Chenn with tap water and dry with soft psper. Dirty counting chambers may influsnos the volume of
sample over the ounting anea.
+
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The rigicl cossesr ship shouwld be placed over the counting chamber inos way that both counting, sections ane
equaly covered. Use the dips to press the cower siip sgpinst the support ansas untl “Mewton's Rings” sppesr
[iridescmnos linec). When thene sne no dips, be canshul not to mose the cover ship when filling the Chamber.

Haemocytometer with clips

0a:

perel o

Hacmocytometer without clips

Tl
a

F. LTI
At ire

AL

e

L0004 mai

Figure 3. Haemooytometer with/without dips and cover sip [Courbeny of BRAND, 'Wertheim, Germary]
Freporotion of the Sampie

The sample of beer or yeast suspension hes to be well msed, degassed and diluted if necessany. I dilution is
NEeCessAry USe Snly wolumetnc glasowene. 05 ¥ sulpharic scid oan be used & the diluent to avoid fiocosistion.
The final dikwtion should provide 8 100 mi sampie at approsirmately pH 2.5. Take 100 mi of sample and mix for
& misnireaue of 5 min using & magnetic stimer.

Yeast oells in femmenting Deer may nonmaily be courbed directly. PRching yeast must be diluted 10-50 times
[cepenading an the thidkness of the yeast surry). Yeest sampies from & shorage teni oan be prepared by weight
and fuidised by addition of 0.2 mi TN sulphunc add per 50 mi of slumy.

Fiiling the Hoemocy ometer

The positioning of the cover slip in relation to the counting chamiber getemmines the volurme of the ounting
chamber. It is extremely important to il the haemocybameter correctly & sedimentation of celis durning this
process is the main source of =mrods in o=ll counts. The sample is constantly stirred immedistely prior o
oounting. A partion of the sample & taken up in & fine-tip pipette after which the tip of the pipetie is wiped
dry. After epedling three or four crops of solution away from the Chamber, asllow & small drop of samples 1o

fiow bebwezn the haemocytometer and the cover slip. Do the same in the other part of the Chamiber. The
oounting ares should be oormpiebely filied but o liquid should extend into the most.

Let the pregared siide stand Tor 1 to 3 minutes for the yeast osils o sete, and piace it under the microsoope.

Counting

Count el oefis in the big central square |25 medium sipe squanss) and in both chambers.
g
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Tio eliminete the possibility of counting some yeast oslls twice, it is necessary to standardise the counting
technique. See Fiz. 4, bive boundary lines. Cells touching or resting on the top and right boundary lines sne
not counted. Cefis towching or resting on the bottom or ket boundeny nes ane counted. Yesst osils that e
buxidied are counbed as one o= i the bud i iess than ane-half the size of the mother osl. B e bud is sgqual
ta o grember than one-half the size of the mother cell, both oells are counked.

Tio oitain accurate cell counts, it is sdvisable bo count no fewsr than 10 omlis per mreacdium sguans on the entine
1 mm? ruled area. i the concenbration of csils is more than 50 czils per medium squere, the sample should be
diluted & necessany ia cilution is used, the dilution fechor must be wsed in the calouistion.

Counts from both sides of the slide should sgree within 10 %

EXPRESSION OF RESULTS

Murmber of oellsfimi = [number of osdls in the totsl ares of 1 mm') x [diluton factor] x 200
Examgpie for & Neubsuer improved cramiser ;

Amount of celis in & big sguare |25 medium squanes &s in Fg. 1)

28 2¥ 33 22 28
Z6 28 31 37 25
31 31 30 =30 3o
24 17 24 30 I5

34 32 I1 z4 33

Tiotal celis in 1 e srea of one chamber & 712, Count the other chamber fior example, TS5 osils and teie the
sierape of the 2, that is 734,

In case no dilution of the original sampie is made, calculate as follows.
Yesach omlis perml= 7349107 = 7.3 1 10° oefls / mi

In ase of dilston, multiply result by dilution Tactor.

Faor best statictical results, repseat the counting by prepanng new slides.

In Gerrany there is & requirement o use only chambers calibrated scoording to the requirements of the
Germen gruging office.

In this methad, viahilty can also be anakygsed it the final dilubed sample is well mised ot equal wolumes with the
staining solution, taking cane mot to g0 under lower limit fior counting. Rememiber not to use phase oontrest
for wimbility counts.

In mase of scidified campies, vissilifty may e effeched by the change of pH and it is sbronisty recommeended to
study the influence of this trestrment on the viability resuit

e
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ANEXO H - Método EBC 3.2.1.1

RAapid estimation of the percertage of “iable” yeast cells oy oounting dead osls. The method & applioabie o
&l sEmples comtaining yeast.

Descriptors: hMethyiene Blue / Wiclet Stain, rabo between total and desd cels

Ropid estimation of the percenage of “vinble” yeast cells Dy oounting dead oodls. The method & appimble
&l symples combeining peask.

vinble yesst celis will reduce methyiene bive or methylene viciet dye 0 8 colcuriess stage. Dead yeast ceils
With o encyTmaic activity will be staned blue / violet. Vizbility is alodsted from the meto bebseen totsl and

desd celis.

»  Enght fieid microzoope, 400 & magnification
¢ Mioosoope sides and oover shps

s Testtube and strmng rod

= [Fifer paper

»  Dissoive L0 g Metiyiene Eue or Methylene Viokst 3R4% and 2.0 g sodium dtrate difydmte in &
small vodurme (10 mi sppro. | of gistilied weber

»  Filter and make up the filmie o 100 mi with dissied weter

s storemt4 T 1'Cfor up to one month
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PROCEDURE

Thoroughly mix the ssmple contsining yeast and make s suitable diution with sterile saline fo gve
spprovimatety 107 celisfml After mioong 171 with the metiyiene blue or methylene wolet stain, Bhis will give
anout 100 celis in B microsoopse fisld. Plsce & smsll drop of well mined suspension on & microscope shide and
Cower with @ cower slip. Examine microsoopically using a magnification of approximabety 300w after 1-5 minutes
oot with the stain

Thene is avidence that cilution of the onginal sampe in distilied weber instend of saline [Nall 05 %) will result
in shigiTily lower vnbilities.

Couwnta totnl of ot ket SO0 cedls, noting the number that ane dead. Cedls staining Sive or vioket are ponsidered
to be dead, mlong with broken sheivwelled and plesmoksed osils. Yesst cells thet are bucdding are counted as
onie ozl if the bud is less than one half the size of the mather ol H the bud 5 equasl or grester than cne hat?
i sipe of the mother o=l bobh celis are coumbesd, Lo oails are colouriass.

EXPRESSION OF RESULTS

The best method to determine the perceniage of viable cells in @ populstion s the taditional plate vbie
cownt or the squivaient slide outture bechnique. Unfortunately, this methad is not applicabie to chain fomming,
ortoo focosent peasts, as they provide an under-estimation of visbility. It slsotates too long to be of prectcsi
use in the brewery.

hethyfiene bl Fas been reported to overestirmate the “real” viabilty in sasmples containing less than 20 %
wvisble Cells. The methyiene vioiet 3 R4 dye distinguishes ive 2nd desd oslls with less ambiguity. Littie varistion
in polour intensity = ohserved inodesd snd dying populations [which is not the mse with methydene blue),
eliminating potential cperstor subjectasty and essuning differentimtion bebaeen shined and unshainsd osls.

BIBLIOCRAPHY
Semart, LA, Chimmisers, KWL, Lamibert, | snd Jenkins, G, foumnal of the m.‘in-:r:tlf ﬂTHrEthEI‘HI‘i':I:
57[4): 18 [1995).
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Figure 2.2.1. 18 Methylene Blue stained yeast oelis [courtesy of Grupe Mahou-S5an Migusl)
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Figure 3.2 4.1k Methytens Vioket stained penst osils [courtesy of Srupo Mahou-San Migss]

-8
Jhw oo or are ! 1h pord coanef b afered) ceproauoes] sold, ol or anbduied avtbod e odat oonem? of ke
Berwrs of Furogs S E5C, Tor uoer af B Sy shall comply with B Several arme and Consitions oot fare



ANEXO | - Método EBC 5.1.4

- S 5\-_&"':' R .
5.1.4 REAGENTSINBREWERY
MICROBIOLOGY -2z011

5.1.4.11-BANS

1-rephihelene-E-aniino sulphonic acd, Mg =ait,
&dd 3 = to 2000 mi deminemised, stenlssd weter.
Disperess in dark bottes.

This soistion can be stored for 7 days ot 4. "G,

5.1.4.2 PHYSIOLOGICAL SALINE

g/hitre
Marll a4
Dremineralisad water 1o LK) mul

5.1.4.3GCRAMSTAIN REACENTS

1. Armirmn ium cocsiebe crystal viaket.

®  Spation & Dissodve 2 ¢ crystal violet in 20 mi 56 % ethanol,
*  Spaution B: Cissolve 0.8 £ ammoniurm cwalate in 20 mi deionioed weter. Mix the e solutions.
Prepare this rengent fresh sach week.

2. lodine solution.
*  Lupgofs solution [modified by Sram).
®  Diszoiee 2 Elin 10 mil deioniced weter, acd 1 g iodine, dizsolve and make up to 200 md with
decrized water. Frepans this resgent fresh each wesk

3. saffranin-Co

*  Diszobse 0.25 g saffranin in 10 rml 96 % ethancl and meke up 10 100 mi with deionioed weter.

4,25 %owfv ethanol

i, [
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WARNINC
Crystal violet and iodine souftions sre hamedul, while seffmnin i an irriant.

5.1.4.4 METHYLENE BLUE

1. Spiution A: Methyiene blue distilled water solution, 0.1 5500 mL

2 Spiution B: EM,PO, distilied water solution, 13,6 £/S00 mil

3. Splution O MaeHPOwx 12 HiD distalled water saltion, 2.4 5100 mL

4, Sphustion Co 498,75 mi solstion B + 1.25 mi solution G

5. Solution E- Wi the SO0 mi of solution O with S00 mi solubon A to ghee final buffer methylene blue solution,
with pH approx. 4.6.

Miethylens hlue salution is harmiul.

Photograph 4.2 Brewing Wesst Cebs Stained with hethylene Biue [supplied by K Smart, C Powel and 5 YVan
Zandycie, Coford Brookes University)
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