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RESUMO

Repensar habitos e buscar op¢bes mais saudaveis de vida se tornou uma preocupacao constante para a
populacdo. Dentre esses habitos, o consumo excessivo de alcool figura como um dos principais, pois
diversos estudos apontam a existéncia de aspectos negativos associados a esse comportamento. Nesse
contexto, a cerveja sem alcool surge como uma opgao atraente para quem busca um estilo de vida
equilibrado, mas sem deixar de lado a experiéncia sensorial. Isso é viabilizado pela utilizacdo de
processos de fabricacdo inovadores, como é o caso da técnica de brassagem a frio, comumente chamada
de Cold Mash, e o uso de leveduras do tipo ndo-Saccharomyces, que possuem baixo rendimento na
producdo de etanol durante seu metabolismo. Essas inovagdes permitem produzir cervejas sem alcool
com perfil sensorial semelhante as cervejas tradicionais, atendendo & demanda crescente por opc¢des
saudaveis. Assim, o presente estudo buscou otimizar o desenvolvimento deste produto, realizando um
estudo da etapa de brassagem, a fim de se avaliar como a técnica de cold mash pode influenciar nas
caracteristicas do mosto cervejeiro, e também um estudo de fermentacdo, onde promoveu-se
modificacdes no tipo de levedura especial utilizada (Torulaspora delbrueckii e Metschnikowia
pulcherrima) e na nutri¢do adicional dessas leveduras, por meio da aplicacdo de planejamento fatorial.
As amostras foram analisadas por meio de seus parametros fisico-quimicos, teor de compostos fenolicos
e proteinas, atividade antioxidante e perfil mineral. Para o estudo de brassagem, verificou-se que a
técnica utilizada resulta em um mosto com menor concentragdo de carboidratos, o que possibilita obter-
se menores quantidades de alcool, e que o tempo de extragdo de 24 horas mostrou-se adequado para
preservar caracteristicas fundamentais do estilo Pilsen. Em relacéo ao estudo de fermentacéo, observou-
se que a associagdo entre o cold mash e as leveduras ndo-Saccharomyces resultou em cervejas com teor
alcodlico inferior a 0,5% (v/v), classificadas como cerveja sem alcool pela legislacéo brasileira. Além
disso, se observou atividade antioxidante superior ao reportado pela literatura, e teor de proteinas inferior
ao encontrado para cervejas tradicionais. A andlise sensorial realizada resultou em boa aceitagdo para
as cervejas sem alcool. Assim, a bebida desenvolvida neste estudo demonstra potencial em contribuir
de maneira positiva para a melhora de habitos e na diminui¢do do consumo de alcool, por apresentar
atributos sensoriais semelhantes aos das cervejas tradicionais oriundos da técnica cold mash e do uso da
espécie de levedura Torulaspora delbrueckii.

PALAVRAS-CHAVE: brassagem a frio, fermentacdo, hidrdlise enzimatica, planejamento

fatorial, Torulaspora delbrueckii



ABSTRACT

Rethinking habits and seeking healthier life options has become a constant concern for the population.
Among these habits, excessive alcohol consumption is one of the most worrying, as several studies
indicate the existence of negative aspects associated with this behavior. In this context, non-alcoholic
and low-alcohol beers emerge as an attractive option for those looking for a balanced lifestyle, without
leaving aside the sensorial experience. This is possible through the use of innovative manufacturing
processes, such as the cold mash technique, and the use of non-Saccharomyces yeast, which do not have
ethanol as the main product of their metabolism. These innovations make it possible to produce non-
alcoholic and low-alcohol beers with a similar sensory profile to traditional beers, meeting the growing
demand for healthy options. Thus, the present study sought to optimize the development of this product,
carrying out a study of the brewing stage, in order to evaluate how the cold mash technique can influence
the characteristics of the brewer's wort, and also a fermentation study, where the modifications in the
type of special yeast used (Torulaspora delbrueckii and Metschnikowia pulcherrima) and in the
additional nutrition of these yeasts, through the application of factorial design. The samples were
analyzed based on their physicochemical parameters, phenolic and protein content, antioxidant activity
and mineral profile. For the brewing study, it was found that the technique used results in a wort with a
lower concentration of carbohydrates, which makes it possible to obtain smaller amounts of alcohol, and
that the extraction time of 24 hours proved to be adequate to preserve characteristics fundamentals of
the Pilsen style. Regarding the fermentation study, it was observed that the association between cold
mash and non-Saccharomyces yeast resulted in beers with an alcohol content of less than 0.5% (v/v),
classified as non-alcoholic beer under Brazilian legislation. Furthermore, antioxidant activity was higher
than that reported in the literature, and protein content was lower than that found for traditional beers.
Thus, the drink developed in this study demonstrates the potential to contribute positively to improving
habits and reducing alcohol consumption, as it presents sensory attributes similar to those of traditional
beers derived from the cold mash technique and the use of the yeast species Torulaspora delbrueckii.

KEYWORDS: cold mash, fermentation, enzymatic hydrolysis, factorial design, Torulaspora

delbrueckii.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1 Introducéo

A procura por habitos de vida saudaveis e equilibrados faz com que o consumo
excessivo de alcool se torne uma preocupacao, em decorréncia dos impactos adversos que essa
pratica traz sobre a saude, uma vez que diversas pesquisas mostram relagdes entre esse excesso
e a incidéncia de doencas hepaticas, cardiacas e certos tipos de canceres (Gaetano et al., 2016;
Mateo-Gallego et al., 2020; Grao-Cruces et al., 2022; Kang et al., 2023).

Neste contexto, as cervejas sem alcool e de baixo teor alcodlico surgem como alternativa
para aqueles que buscam controlar o consumo de alcool e promover habitos mais saudaveis,
pois oferece uma opc¢do que mantém o perfil sensorial caracteristico da cerveja, mas com um
teor alcoolico baixo (geralmente entre 0,5% e 2,0%) (De Francesco et al., 2018; Gernat et al.,
2020). A adocdo desses habitos pode ser um passo positivo na promog¢do de um estilo de vida
equilibrado e na reducdo dos impactos adversos a salide associados a0 consumo excessivo de
alcool (Liu et al., 2022; Gloppen, Roesler & Farley, 2022; Staub et al., 2022;).

Essas cervejas sdo produzidas usando o mesmo processo da cerveja normal, mas com
uma diferenca: o alcool é removido ou reduzido por meio de diferentes métodos. Alguns dos
métodos mais utilizados sdo a destilacdo a vacuo, a técnica de osmose reversa, ou ainda métodos
biol6gicos, como o uso de cepas de levedura que produzam menos alcool durante o processo
de fermentacdo ou a propria interrupcao da fermentacdo (Buglass, 2011; Branyik et al., 2012;
Johansson et al., 2021; Roca-Mesa et al., 2022). Cada técnica tem suas vantagens e
desvantagens, e a escolha do método depende de varios fatores como custo, disponibilidade de
equipamento e perfil sensorial desejado (Gernat et al., 2020; Lamiquiz-Moneo et al., 2021,
Sanchez et al., 2021).

Alguns desses processos podem impactar negativamente essas caracteristicas fisicas e
sensoriais, resultando em uma bebida que pode ndo se assemelhar a cerveja tradicional ou exigir
tecnologias mais caras, 0 que pode impactar no preco de venda dessas bebidas (Blackmore,
Hidrio, Yeomans, 2022; Canonico et al., 2023).

A procura por cervejas sem alcool e de baixo teor alcodlico aumentou
significativamente nos ultimos anos, levando a um aumento do investimento em pesquisa e

desenvolvimento de novas técnicas de producdo. Como resultado, muitas cervejarias poderdo



16

ser capazes de produzir cervejas com menor quantidade de &lcool de alta qualidade a um custo
menor, tornando-a mais acessivel e atrativa aos consumidores (Szollosi et al., 2016; Gschaedler,
2017; De Francesco et al., 2018; Bellut et al., 2019).

Diante do exposto, a técnica de Cold Mash emerge como uma inovagao no ramo
cervejeiro, pois consiste em um método em que as enzimas presentes no malte atuem de maneira
mais lenta, diminuindo a extracdo de acUcares e, em consequéncia, resultando em teores
alcodlicos menores. Ao mesmo tempo, 0 contato entre os grdos de malte e a &gua ocorre por
mais tempo, propiciando um aumento na intensidade de cor, sabores e aromas provenientes do
malte (Dalberto et al., 2021; Dalberto, Niemes, da Rosa, 2023).

Desta forma, o desenvolvimento de novas técnicas e tecnologias faz com que a cerveja
sem alcool se torne uma opcao viavel e interessante para os consumidores, atraindo aqueles que
desejam adotar um estilo de vida mais saudavel e equilibrado, mas podendo ainda desfrutar os

sabores e aromas da bebida e de momentos de sociabilidade (Lamiquiz-Moneo et al., 2021).

Utilizar apenas a técnica de Cold Mash no preparo de cervejas ira resultar em cervejas
de baixo teor alcoolico, ou seja, entre 0,5 e 2,5% (v/v), de acordo com a legislacéo brasileira,
como reporta Dalberto e colaboradores (2021). Assim, o presente estudo buscou associar essa
técnica inovadora com a utilizacdo de leveduras ndo-Saccharomyces, que possuem a tendéncia
de converter os aculcares fermentaveis em compostos de aroma ao invés do etanol, propiciando

a obtencdo de cervejas sem alcool (até 0,5% (v/v)).
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1.2 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia da associacdo entre a técnica de brassagem cold mash e o uso de
leveduras ndo-Saccharomyces para o preparo de cervejas sem alcool e de baixo teor alcoolico,

a fim de se avaliar como essas técnicas modificam determinadas caracteristicas da cerveja.

1.1.2 Obijetivos especificos

Estudar diferentes condicGes experimentais do processo produtivo com o objetivo de
produzir cervejas com teor alcodlico entre 0,5 e 2,0% e abaixo de 0,5% de alcool por meio da
aplicacdo da técnica de brassagem cold mash;

Fermentar o mosto resultante utilizando leveduras ndo-Saccharomyces;

Otimizar as etapas de brassagem e fermentacdo do processo de producao de cervejas de
baixo teor alcodlico e sem alcool por meio de planejamento fatorial,

Caracterizar as bebidas determinando o teor alcoolico e demais parametros fisico-
quimicos, bem como determinar o perfil mineral das cervejas finalizadas;

Realizar andlise sensorial para testes de aceitacdo utilizando escala hedénica;
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Definicéo e classificacao

A cerveja é definida como uma bebida alcodlica fermentada, produzida mediante o
processo de fermentagcdo do mosto proveniente de cereais maltados e ndo maltados, com
destaque para o malte de cevada. Além do malte, também se utiliza no processo de producao
outras matérias primas fundamentais: agua, lupulo e levedura (Rosa; Afonso, 2015; Brasil,
2019; Coelho Neto et al., 2020). As propor¢des, a origem e 0 processamento desses insumos
resultam em diferentes estilos cervejeiros, como a cerveja Pilsen, a India Pale Ale (IPA), Red,
Bock, Stout, entre outros (Bettenhausen et al., 2018; BJCP, 2021).

Em razdo dessa diversidade de caracteristicas, as cervejas tém diferentes classificacfes
segundo a legislacdo de cada pais. No Brasil, elas séo classificadas segundo a coloracéo: cor
clara quando possuir menos que 20 EBC (European Brewing Convention, escala de unidades
de cor), e escura, quando maior que 20 EBC; proporc¢ao de malte, que divide-se em puro malte,
cerveja de outros cereais (como a cerveja de trigo) e apenas como cerveja (aquela que contém
adjuntos como milho, arroz, aveia); graduacdo alcodlica: cerveja sem alcool, quando contém
até 0,5% (v/v) de graduacdo alcodlica, cervejas com teor reduzido (0,5 a 2,0% v/v), também
chamadas de cervejas de baixo teor alcoodlico, e cerveja com teores superiores a 2,0% (v/v) de
alcool (Brasil, 2019).

Além do disposto em legislacdo, uma outra forma de classificacdo muito utilizada no
universo cervejeiro é o Guia de Estilos de Cerveja, do BJCP (Beer Judge Certification
Program), onde leva-se em consideracdo outras varidveis: tipo de levedura (lager, ale,
selvagem, bactérias ou ndo-Saccharomyces), tipos de malte (diferentes intensidades de torrefa
e variedade do gréo, podendo ser cevada, aveia, trigo, etc), amargor (variacdes de ltpulo) e cor
irdo impactar de diferentes formas nas cervejas produzidas (BJCP, 2021).

A cerveja mais amplamente consumida em todo o mundo pertence ao estilo Pilsen
(Morado, 2009; Buglass, 2011). Pertencente a categoria das lagers, € obtida por meio de baixa
fermentacdo, apresentando uma coloragdo clara, corpo leve e um equilibrio notavel entre sabor
e aroma. Esse estilo cervejeiro apresenta subdivisdes, onde uma variante popular no Brasil é a
Standard American Lager, que se distingue da cerveja pilsen original por ter amargor, sabores
e aromas mais suaves e corpo mais leve (BJCP, 2021; Mutz et al., 2021). A aceitacdo dessa
cerveja no Brasil é atribuida ao clima, que favorece a preferéncia por bebidas mais leves e

refrescantes (Brunelli; Mansano; Venturini Filho, 2014).
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2.2 Saude e bem-estar

O consumo moderado de cerveja tem sido associado a potenciais beneficios para a saide
devido ao seu valor nutricional, pois a bebida possui em sua composi¢do antioxidantes,
representado pelos compostos fendlicos, que podem ajudar a combater o estresse oxidativo no
corpo, e também atuar como neuroprotetores (Kang et al., 2023; Coulibaly et al., 2023). Estudos
indicam que o consumo moderado de cerveja, quando associado a uma dieta equilibrada, pode
estar relacionado a beneficios cardiovasculares, pois 0s antioxidantes presentes na cerveja
podem ajudar a aumentar os niveis de colesterol bom (HDL) e reduzir a formacédo de coagulos
sanguineos, proporcionando uma possivel protecdo contra doencas do coracdo (Branyik et al.,
2012; Gaetano et al., 2016; Hinojosa-Avila et al., 2024).

Esse grupo de compostos antioxidantes é proveniente das matérias primas utilizadas na
producdo da cerveja (Coelho Neto et al., 2020). O Iupulo, além da funcdo sensorial, também
atua como um conservante natural da bebida. Dentre os compostos com potencial benéfico,
destaca-se o xanthohumol, do grupo dos flavonoides, que mostrou-se capaz de melhorar o fluxo
sanguineo cerebral e inibir formac&o de coagulos, a lupulina, com propriedades antibacterianas
e antimicrobianas, contribuindo para a preservacdo da cerveja ao inibir o crescimento de
bactérias indesejadas, alfa e beta-acidos e humuleno, com potencial anti-inflamatério, e
quercetina, com propriedade antioxidante (Gasinski et al., 2022; Gonzélez-Salitre et al., 2023).

Jad o malte fornece vitaminas do complexo B, que atuam no sistema nervoso e
imunolégico, minerais, como potassio, magnésio, calcio (composicdo dos 0ssos, contracdo e
recuperacdo muscular), fibras (manutencdo intestinal), carboidratos, principal fonte de energia
para o desempenho de diversas atividades e aminoacidos, com funcao de reparacdo muscular,
resisténcia fisica, sintese de proteinas, contribuindo para uma dieta equilibrada (Coelho Neto et
al., 2020; Liu et al., 2022).

Além disso, o principal produto formado pela fermentagéo alcodlica, o etanol, também
apresenta beneficios ao organismo, contribuindo para o aumento do colesterol HDL, reducéo
de triglicerideos, combate a helicobacter pylori (infecta a mucosa do estdmago), melhora na
biodisponibilidade dos flavonoides, entre outros (Coelho Neto et al., 2020; Ramanan et al.,
2024). Porem, esse potencial benefico so é alcangado quando a ingestdo de alcool ocorre em
pequenas quantidades, pois concentracfes elevadas trardo mais maleficios do que vantagens
(Grao-Cruces et al., 2022).

Assim, bebidas que ja possuem quantidades limitadas de alcool, como as cervejas sem

alcool e de baixo teor alcodlico, podem contribuir para essa ingestéo equilibrada e consciente,
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ao mesmo tempo que permite momentos de lazer e socializagéo e propicia o aproveitamento

dos aspectos positivos relacionados a salde e ao bem-estar (Staub et al., 2022).
2.3 Processo de produgéo

Na producdo de uma cerveja tradicional existem diversas etapas importantes do
processo, sendo quatro as etapas principais: brassagem, fervura, fermentacdo e maturacao
(Rosa; Afonso, 2015). Um esquema sobre algumas das etapas para a obtencdo da cerveja é

apresentado na Figura 1.

Figura 1. Etapas do processo de produgéo da cerveja.
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Fonte: CervBrasil (2015).

O primeiro estagio, denominado brassagem, tem como principal objetivo a hidrélise
enzimatica do amido contido nos diferentes tipos de cereais maltados. Nessa etapa se extrai

cerca de 65% dos solidos totais do malte, que juntamente com a agua, constitui 0 mosto para a
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fermentacdo. Para que a hidrdlise amilacea ocorra, utiliza-se escala de temperaturas e pH
adequados (Tabela 1), pois isso ird possibilitar uma boa atuacdo das enzimas responsaveis pela
quebra do amido (Rosa; Afonso, 2015; Villacreces et al., 2022; Romero-Rodriguez et al., 2022).

Tabela 1. Temperatura e pH favoraveis de atuacdo das enzimas.

Enzima Temperatura (°C) pH

Glucanases 35-45 5,0
Proteases 45-55 5,2-5,6
B-amilase 60-65 5,4-5,6
a-amilase 70-75 5,6-5,8

Fonte: Oliveira; Storto, 2017

A importancia deste processo reside no fato de as leveduras cervejeiras néo
apresentarem as enzimas amilaceas em seu ciclo metabdlico. Com isso, as enzimas contidas e
ativadas durante o processo de malteacdo (a-amilase e B-amilase) irdo atuar sobre o amido
(Figura 2), convertendo a amilose e a amilopectina em maltose (dissacarideo de glicose)
(Bettenhausen et al., 2018; Coelho Neto et al., 2020).

Figura 2. Conversdo da amilose e amilopectina em maltose por acdo de enzimas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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Como produto dessa quebra, 0 mosto final obtido é composto entéo por glicose, maltose
e maltotriose, chamados acUcares fermentdveis, que sdo os carboidratos que as leveduras
utilizam na etapa de fermentacéo (Bortoli et al., 2013). Ao final desse processo, se realiza uma
filtracdo para retirada de material particulado, para em seguida se prosseguir para a etapa de
fervura do mosto formado (Villacreces et al., 2022).
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A fervura se inicia quando a temperatura do mosto atinge a ebuli¢cdo da &gua, e nesse
momento é adicionado o lUpulo, responsavel por conferir amargor e aromas. Utiliza-se essa
matéria prima em dois momentos: no inicio e ao final da fervura. No inicio, tem-se a formacéo
do amargor, que € medido pela escala International Bitterness Unit (IBU), e ao final, maior
contribuicdo com aroma e sabor (Rosa; Afonso, 2015; Coelho Neto et al., 2020).

O estégio da fervura também é responsavel por outros processos, como a desnaturacdo
de proteinas e assepsia do mosto. Isso é importante para garantir que apenas as leveduras
adicionadas irdo agir no processo, evitando a formagdo de compostos indesejados. Neste
momento temos a formacdo do trub quente (aglomerado de proteinas desnaturadas e partes
insolGveis do Iupulo), e entdo, 0 mosto é resfriado e transferido para o tanque de fermentagéo
(Rosa; Afonso, 2015; Coelho Neto et al., 2020).

Durante a etapa de fermentacdo, de acordo com o metabolismo das leveduras
Saccharomyces, a glicose (derivada da maltose) é consumida em duas fases: o catabolismo
(respiracdo aerodbica), onde ocorre a replicacdo celular, seguida pela fase do anabolismo
(respiracdo anaerdbica), com a formacdo de etanol e gas carbonico. Além dessa reacdo principal
da fermentacdo alcodlica, ocorre varias outras rea¢oes de formacdo de compostos secundarios,
especialmente acidos, ésteres e alcoois superiores (Figura 3) (Scarano et al., 2018; Coelho Neto
et al., 2020; Vrzal et al., 2023).
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Figura 3. Visédo geral do metabolismo de carboidratos para formagao de compostos

minoritéarios da fermentacéo alcodlica.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Terminado o processo de fermentagdo, a cerveja ira passar para a fase de maturacao,
onde a temperatura é abaixada cerca de 10°C em relagdo a temperatura utilizada na fermentacdo.
Com isso, outros processos irdo ocorrer, como a clarificagdo do mosto, formando assim o trub
frio, e levando ainda a uma segunda fermentacao, que ira auxiliar na re-metabolizacdo de alguns
compostos sulfurados, como o dimetilsulfureto (DMS) e o sulfeto de hidrogénio, que sao
considerados compostos indesejaveis e que podem trazer sabores e aromas desagradaveis.
Ainda é possivel observar a formacdo de ésteres, que irdo contribuir de forma positiva para a
qualidade final da cerveja (Neves, 2018; Bossaert et al., 2022).

Por fim, realiza-se a carbonatacdo da cerveja, que sera envasada em diferentes
apresentacdes, sendo mais comum o barril, a lata e a garrafa. Neste momento, podera ser optado
por uma cerveja "viva'" ou pasteurizada (aguecimento da cerveja a uma temperatura entre 60 e
70°C por uma fracdo de tempo, elevando o tempo de prateleira). Pode-se, ainda, realizar a
filtracdo, com a fung&o de eliminar os residuos de levedura da fermentagdo, deixando o paladar

da cerveja mais limpido (Rosa; Afonso, 2015; Coelho Neto et al., 2020; Bossaert et al., 2022).
2.4 Perfil sensorial

Em funcdo da grande variedade de estilos cervejeiros, as cervejas devem possuir

algumas caracteristicas sensoriais para pertencer a um determinado grupo, que incluem cor,



amargor, perfil de aromas e sabores, corpo e teor alcodlico (Bettenhausen et al., 2018; Da Silva
etal., 2021; BJCP, 2021).

A cerveja do estilo American Standard Lager é descrita como uma cerveja clara, com
cor entre 4 e 8 EBC, traduzindo-se por essa escala como amarelo palha a amarelo (Tabela 2),
apresentando também um colarinho de espuma branco e pouco persistente, e aspecto visual
limpido (EBC, 2015). Na boca se espera uma sensacdo de corpo baixo a médio, com
carbonatagio elevada, trazendo ao palato uma sensagdo de leve picancia. E esperado sabores
leves e neutros, podendo, ainda, apresentar sabores levemente maltados. Em relacdo ao
amargor, serd baixo, para estabelecer um equilibrio com as demais caracteristicas do estilo
(BJCP, 2021).

Tabela 2. Classificacdo da cerveja pela cor.

Cor Estilo da Cerveja EBC Coloragdo Observada
Agua - 0
Amarelo-palha Lite American Lager 4-6
Amarelo German Pilsen 6-8
Dourado Dortmunder Export 10-12
Ambar Maibock 12-18
Cobre-claro California Common Beer 20-28 -—
Cobre Roggenbier 28-33 -—
Marrom-claro Roggenbier 33-35 -
Marrom Southern English Brown Ale 37-43
Marrom-escuro Robust Porter 37-59 =—
Marrom muito escuro Sweet Stout 59-69 -—
Preto Foreign Extra Stout 69 -
Preto opaco Russian Imperial Stout 79 -

*EBC (European Brewing Convention). Fonte: BJCP (2021).

Ja o perfil de lupulos podera ser floral, picante ou herbal, sempre com leveza. Como se
trata de uma cerveja do tipo lager, o perfil de sabores da fermentacdo deve ser limpido, ou
quase inexistente, deixando uma sensacao de secura no paladar, pois a levedura deve consumir
quase todos os carboidratos que trazem dulcor. Esta caracteristica, associada a alta
carbonatacéo, traz a este estilo de cerveja a refrescancia esperada (Moura-Nunes et al., 2016;
Mutz et al., 2021; Gasinski et al., 2022).
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Esse estilo pode apresentar variagdes, podendo ser preparada utilizando apenas malte
de cevada, ou ainda receber a adi¢do dos chamados adjuntos cervejeiros, como milho, arroz ou
até acucar de mesa (sacarose). A utilizacdo desses adjuntos ndo pode exceder 40% do total de
matérias primas amilaceas, de acordo com o BJCP (2021). Ja a legislacéo brasileira permite até
45% (Brasil, 2019). A utilizacdo desses cereais ird impactar no perfil sensorial, com aromas
mais adocicados. Por fim, a formacdo de conteddo de alcool deve estar entre 4,2 a 5,3%,
segundo o BJCP, e de acordo com o disposto na legislacdo, deve ser superior a 2,0 % (Brasil,
2019; BJCP, 2021).

2.5 Cold mash

A brassagem a frio, conhecida na comunidade cervejeira como cold mash, é uma técnica
inovadora que vem ganhando popularidade devido as suas caracteristicas diferenciadas. Em
comparagdo com os demais métodos de brassagem, é considerada uma prética recente, sendo
disseminada prioritariamente de maneira informal entre 0s cervejeiros e possuindo seus
registros em sites e blogs dedicados a producéo de cervejas (Dalberto et al., 2021).

A primeira citacdo deste tipo de brassagem foi feita em 2016, pela empresa Briess,
fabricante de malte e insumos para industria cervejeira e alimenticia (Briess, 2019), em seu site
institucional. J& a primeira reportagem cientifica do cold mash, até onde se tem conhecimento,
é feita por Dalberto e colaboradores (2021), onde a técnica é explorada no desenvolvimento de
cervejas de baixo teor alcoodlico.

Esta técnica consiste em adicionar agua ao malte triturado e deixar esta mistura em
repouso em temperaturas amenas, normalmente entre 8 e 15°C, por periodos mais longos em
comparagdo a brassagem a quente, de no minimo 24 horas (Figura 4). Os objetivos da
brassagem a frio é extrair cor dos maltes para as cervejas de forma mais intensa, comparado as
técnicas tradicionais, assim como conferir mais corpo para a bebida (sensagéo na boca). Ao
mesmo tempo, se obtém menor quantidade de acucares fermentescivel, pois a extracdo é mais

lenta devido a baixa temperatura (Dalberto et al., 2021; Dalberto, Niemes, da Rosa, 2023).
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Figura 4. Representacéo da técnica de brassagem cold mash (brassagem a frio).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

2.5.1 Atuacdo do cold mash

Nos estudos desenvolvidos por Dalberto e colaboradores (2021), observou-se, por meio
da quantificacdo de acUcares fermentaveis (glicose e maltose) no mosto e nas cervejas, que a
utilizacdo da brassagem a frio resulta em concentracdes menores desses carboidratos. Ao
mesmo tempo, a determinacao do teor de sélidos solUveis total do mosto, onde se insere todos
0s acUcares, tanto fermentaveis quanto ndo fermentéveis, apontou que 0s mostos em que se
utiliza esta técnica se apresentam compostos prioritariamente pelos agtcares ndo fermentaveis,
de cadeias longas (Dalberto et al., 2021).

Essas espécies, chamadas dextrinas, possuem a caracteristica de ndo conferir dulgor para
a cerveja, e contribuem para um corpo mais pronunciado na bebida. Desta forma, torna-se
possivel a obtencdo de cervejas similares as tradicionais, onde ndo prevalece o sabor adocicado
e a bebida ndo parece muito diluida (Coelho Neto et al., 2020).

Por este motivo e devido as demais caracteristicas resultantes da brassagem a frio, esta
técnica pode ser utilizada para produzir cervejas sem alcool e de baixo teor alcodlico, mantendo
0s aspectos sensoriais das cervejas tradicionais. Uma menor extracdo de agucares fermentaveis
ird resultar em menor teor alcodlico, ao mesmo tempo em que as demais caracteristicas da
cerveja tradicional, como coloragéo, sabores, aromas e corpo, serdo semelhantes (Dalberto et

al., 2021; Schottke; Rogener, 2021; Cappelin, 2023; Dalberto, Niemes, da Rosa, 2023).

2.6 Leveduras ndo-Saccharomyces

Inicialmente, o processo de fermentagdo era baseado em leveduras contidas no
ambiente, chamadas leveduras selvagens, e atualmente, denominadas néo-Saccharomyces

(Branyik, 2012; Adamenko et al., 2020). Com o advento do processo de pasteurizacédo, ocorreu
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também a identificacdo das leveduras especificas para a fermentacdo, e assim, as leveduras
derivadas da Saccharomyces cerevisiae foram escolhidas como padréo para producéo dos mais
diferentes tipos de bebidas alcoolicas, sendo chamadas de leveduras selecionadas. 1sso permitiu
maior controle do processo cervejeiro, pois as leveduras selvagens resultavam em compostos
sensorialmente indesejaveis. Assim, por muitos anos, apenas as leveduras do género
Saccharomyces foram utilizadas (Gschaedler, 2017; Belutti; Arendt, 2019).

Anos depois, surgiram estudos demonstrando a importancia das leveduras né&o-
Saccharomyces no processo de fermentacdo, contribuindo de maneira positiva na
complexidade, aroma, e textura dos fermentados, ganhando atencdo crescente na inddstria
cervejeira. Recentemente, 37 espécies de leveduras deste tipo foram mencionadas na producao
de vinhos, tequila, mezcal, cachaga e cervejas. Elas pertencem a 20 géneros: Aureobasidium,
Brettanomyces, Candida, Clavispora, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hanseluna, Issatchenkia, Kluyveromyces, Lachancea, Metschnikowia, Meyerozyma, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomycodes, Starmerella, ~Wickerhamomyces, Torulaspora e
Zygosaccharomyces (Gschaedler, 2017; De Francesco et al., 2018; Canonico et al., 2021).

Essa grande variedade de novas leveduras permitiu a pesquisa e criacdo de diferentes
bebidas, trazendo novos sabores, aromas e texturas. Assim, a busca e utilizacdo das leveduras
do tipo ndo-Saccharomyces vem ganhando espago, com estudos sobre sua utilizacdo e o
impacto no produto final. Um exemplo é a levedura Dekkera/Brettanomyces, que vem sendo
amplamente utilizada na producéo de cervejas do tipo sour, caracterizadas pelo sabor &cido, e
gue vem ganhando espaco e apreco dos consumidores. Isso propiciou o surgimento do primeiro
estilo de cerveja criado no Brasil, chamado Catarina sour (Sales; Souza, 2021; Da Silva et al.,
2023).

Além desse exemplo citado, pode-se destacar também as espécies Torulaspora
delbrueckii e Metschnikowia pulcherrima, comumente utilizadas como leveduras auxiliares a

Saccharomyces cerevisiae (Miguel et al., 2022; Roca-Mesa, 2022).
2.6.1 Torulaspora delbrueckii

A Torulaspora delbrueckii € uma levedura conhecida ha mais de 4000 anos, e € muito
estudada na fermentacdo controlada de vinhos devido a sua capacidade de produzir sabores
frutados na bebida. Outros autores ainda reportam que a T. delbrueckii é também utilizada na
producdo de cervejas de trigo Bavaras. Esta levedura tem uma caracteristica particular de

suportar pressdes osmoticas elevadas durante a fermentacdo, e ainda ser crio-tolerante, ou seja,
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capaz de fermentar a baixas temperaturas e necessitar de oxigénio durante este processo (Basso
et al., 2016; Gabbardo, 2020; Canonico et al., 2023; He et al., 2023).

A T. delbrueckii tem capacidade de fermentar a maltose, por meio da presenca da
enzima maltase em seu metabolismo, e isso a torna uma levedura muito interessante para
utilizacdo na producdo de cervejas, pois este € o carboidrato mais abundante no mosto obtido a
partir dos cereais maltados. Outro potencial desta levedura é a capacidade de utilizar a
maltotriose em seu metabolismo. Também apresenta inibicdo por alta concentracdo de glicose,
0u Seja, Se estiver presente no mosto, sera o primeiro carboidrato a ser consumido (Basso et al.,
2016; He et al., 2023).

Sua utilizagdo em associa¢do com as leveduras Saccharomyces é viabilizada por sua
alta tolerancia ao etanol, suportando concentracfes de até 11% na producédo de vinhos. Para as
cervejas, estudos recentes mostram que ela tolera teores de até 5%. Outro diferencial da T.
delbrueckii é sua tolerancia aos iso-alfa-acidos contidos no lGpulo, com estudos que
demonstram que a concentracdo destes compostos pode chegar a 90 ppm, correspondente a
estilos de cervejas de alto amargor. Essa capacidade é positiva, pois demonstra que a levedura
suporta o efeito antimicrobiano do ltpulo (Canonico et al., 2023; Liu et al., 2023).

Talvez a contribuicdo mais interessante desta levedura seja sua capacidade de produzir
compostos volateis na cerveja. Basso e colaboradores (2016) reportam que a T. delbrueckii é
capaz de produzir 2-fenil-etanol (sabor adocicado, pétalas de rosas e floral), n-propanol e iso-
butanol, alcool isoamilico (aroma de conhaque) e acetato de etila. Também €é capaz de produzir
pequenas quantidades de acetato de isoamila, além de ndo ser comum a producdo de off-flavors
(Basso et al., 2016).

2.6.2 Metschnikowia pulcherrima

A Metschnikowia pulcherrima é outra levedura ndo-Saccharomyces que vem ganhando
espaco, sendo utilizada em inoculagdo sequencial com a Saccharomyces cerevisiae na producéo
de vinhos com menores teores de alcool. Assim como a T. delbrueckiii, contribui para melhoria
e modificacdo dos sabores e aromas da bebida final. A M. pulcherrima é uma levedura que
possui atividade enzimatica B-glucosidase, atividade proteolitica e baixissima tolerancia ao
etanol, com isso, ha uma pequena reducao nos teores de alcool da bebida (Zhang et al., 2022;
Binati et al., 2023).

Gabbardo (2020) reporta que a M. pulcherrima tem moderada producéo de &cido acético
e capacidade de reduzir a formacgdo de H,S durante a fermentagéo, fatores positivos para

producéo de bebidas, pois esses dois compostos sdo considerados off-flavors. Outro ponto de
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destaque é a intermediaria producdo de cetonas quando comparada com as S. cerevisiae,
apresentando ainda baixa sensibilidade ao SO>. De modo geral, a justificativa para estudos e
utilizacdo da M. pulcherrima em bebidas € sua alta capacidade de metabolizar os carboidratos
em ésteres, apresentando também alta formacdo de alcoois superiores, como isobutanol e
feniletanol (Gabbardo, 2020; Binati et al., 2023).

Neste contexto, as variedades de leveduras Torulaspora delbrueckii e Metschnikowia
pulcherrima, normalmente utilizadas na produgdo de vinhos, mostram-se interessantes para a
producdo de cervejas com menor teor de alcool, pois ndo ha formacéo prioritaria de etanol.
Como se deve usa-la em inoculacdo sequencial com uma Saccharomyces cerevisiae compativel
para se obter o teor alcodlico adequado, ao se utilizar somente uma levedura néo-
Saccharomyces, ha a possibilidade de se obter cervejas com menor quantidade de &lcool, porém
com as demais caracteristicas que esta variedade apresenta (Gabbardo, 2020; Zhang et al., 2022;
Binati et al., 2023; Canonico et al., 2023; Liu et al., 2023).

2.7 Tendéncias de mercado

Cervejas sem alcool e de baixo teor alcodlico tem experimentado um aumento na
popularidade nos ultimos anos, impulsionadas por diversas tendéncias de mercado e mudancas
nas preferéncias dos consumidores, que estdo optando por bebidas mais saudaveis. Muitas
marcas tém investido em estratégias de marketing para gerar destaque em seus produtos, com
énfase no sabor, na qualidade e na experiéncia sensorial, com o objetivo de atrair consumidores
gue desejam uma alternativa sem alcool, porém mantendo a qualidade e o equilibrio (Jasovska
et al., 2023; Berlinck, 2023; Santiago, 2023; Simonetti, 2023).

Essa demanda pode ser observada em diversas noticias, como traz Berlinck (2023) em
reportagem para o portal de noticias g1, onde foi estimado a producdo de 500 milhdes de litros
de cerveja sem alcool no Brasil para o ano de 2023 (Figura 5), representando um aumento na
producéo de 24% em relacdo aos anos anteriores. J& para a cerveja de teor alcodlico tradicional,
o0 consumo foi de 16,1 bilhdes de litros em 2023.

Além disso, ha também a fala do presidente executivo do Sindicato Nacional da
Industria da Cerveja (Sindicerv): "A gente vem percebendo uma tendéncia crescente de opg¢des
de uma vida mais equilibrada. N&o € sobre restricdo, mas como fazer de uma forma mais

equilibrada possivel” (Berlinck, 2023).
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Figura 5. Crescimento no consumo de cerveja sem alcool no Brasil entre os anos de 2017 e
2023.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Santiago (2023) aponta que a cerveja sem alcool esta se tornando mais popular entre 0s
mais jovens, pessoas com menos de 30 anos que estdo buscando um estilo de vida mais saudavel
(Figura 6). Além disso, relata que o consumo deste tipo de bebida triplicou no Brasil nos
Gltimos quatro anos, e faz a estimativa de que o volume anual produzido chegara a 1 bilhdo de
litros em 2027.

Figura 6. Percentual de consumidores preocupados em diminuir a ingestdo de alcool ao longo
dos anos em diferentes faixas etarias.
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Porém, a preocupacdo com o consumo consciente de alcool ndo deixa de lado a
exigéncia por produtos de qualidade, como demonstra Simonetti (2023) em reportagem para a
Forbes. Grandes marcas estdo buscando desenvolver cervejas com menores teores alcodlicos,
como Heineken e Budweiser, e isso chega também a gastronomia: renomados restaurantes estao

preocupados em desenvolver pratos que harmonizam com cervejas e vinhos sem &lcool.

Esse grande crescimento para o0 setor cervejeiro abre espago para a pesquisa de novas
matérias primas e de tecnologias inovadoras no desenvolvimento das cervejas sem alcool e de
baixo teor alcodlico, a fim de se oferecer produtos padronizados, seguros e agradaveis aos

consumidores cada vez mais interessados e exigentes por esse nicho de mercado.
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3. ESTUDO DE BRASSAGEM
3.1 Experimental
3.1.1 Matérias primas

Para o preparo dos mostos cervejeiros, foram utilizados os maltes Pilsen e Caraamber e

agua mineral, adquiridos em uma empresa situada em Guarapuava-PR.
3.1.2 Producéo do mosto cervejeiro

Nesta pesquisa foi conduzido o estudo da etapa de brassagem apenas, para avaliar seu
comportamento ao utilizar a brassagem a frio. N&o se deu sequéncia ao processo cervejeiro com
a utilizacdo de lapulos e realizacdo das etapas de fermentacdo e maturacao, pois esse estudo foi
realizado em etapas futuras deste trabalho.

Para se obter o mosto cervejeiro pela técnica de cold mash, iniciou-se 0 processo com a
moagem de 200 g de malte pilsen e 10 g de malte caraamber em um triturador manual préprio
para gréos, para expor o interior dos grédos de malte. Em seguida, se adicionou 1 litro de agua
mineral ao malte triturado, dando inicio ao processo denominado brassagem a frio, utilizando-
se tempos e temperaturas previamente determinados (Rosa; Afonso, 2015), e que serdo
apresentados na Tabela 3.

O mosto resultante foi filtrado para a retirada do bagaco de malte, e posteriormente
levado para fervura (a aproximadamente 95 °C), durante uma hora. Entdo, realizou-se nova
filtracdo para eliminacdo do trub quente, constituido principalmente de proteinas desnaturadas
(Rosa; Afonso, 2015; BJCP, 2017).

3.1.3 Estudo de otimizagédo

Para avaliar a influéncia das variaveis temperatura e tempo de brassagem na produc¢éo
do mosto cervejeiro utilizando a técnica cold mash, foi aplicado um planejamento fatorial em
dois niveis. Os ensaios do planejamento foram feitos em triplicatas. As varidveis estudadas e

os niveis avaliados sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Fatores e niveis do planejamento fatorial 22 para otimizacio da etapa de brassagem
no processo produtivo de cervejas de baixo teor alcodlico e sem alcool.

Fatores Niveis
() ()
Temperatura de brassagem (A) 7°C 9°C
Tempo de brassagem (B) 12 horas 24 horas

Os efeitos dos fatores do planejamento fatorial foram calculados pela Equacéo 1, em
que R* e R- sdo as diferencas das médias dos niveis (+) e (-), respectivamente, dos fatores
envolvidos.

E; =(R") - (R") (Equacéo 1)
Os efeitos das variaveis nos parametros fisico-quimicos das amostras de mosto foram

testados para a significancia estatistica no nivel de 95% de confianca pelo célculo do erro
padrdo e pelo grafico de Pareto utilizando o software Minitab v. 16.2.2 (MINITAB, 2010).

3.1.4 Caracterizag&o fisico-quimica

As amostras de mosto foram analisadas por meio dos parametros fisico-quimicos de teor
de solidos soltveis, pH (método 168/1V) e acidez total (método 221/1V), descrito por American
Society of Brewing Chemists (ASBC) (ASBC, 2018). O teor de proteinas do mosto cervejeiro
foi determinado com base no método do biureto, descrito por Carvalho e colaboradores (2002).

A cor do mosto cervejeiro foi determinada de acordo com o método 8.3 de Analytica-
EBC, onde a anélise de cor foi feita levando-se em consideracéo leituras em espectrémetro de
UV a 430 nm utilizando cubeta de quartzo, por meio da Equacéo 2 (EBC, 2015; Brunelli;
Mansano; Venturini Filho, 2014).

EBC Cor=Abszonm x 25 (Equacao 2)

Onde:
Ab é a absorbancia em comprimento de onda a 430 nm;
Para a classificacdo da cor utilizou-se a Tabela 2.

3.2 Resultados e Discussao

O estudo da etapa de brassagem do processo cervejeiro, conduzido neste trabalho, foi
caracterizado utilizando parametros fisico-quimicos, a fim de se verificar se as amostras seguem

valores determinados por legislacdo e por guias oficiais. Além disso, essas analises foram



36

importantes para acompanhar as possiveis alteracfes presentes na brassagem a frio (cold mash)

em comparagdo com os dados reportados pela literatura para a brassagem tradicional, a quente.
Para avaliar a influéncia das variaveis temperatura e tempo na etapa de brassagem,

utilizou-se um planejamento fatorial 22. Os efeitos médios calculados do planejamento fatorial

22 s30 apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Efeitos médios calculados e seus erros padrao aplicado na otimizacdo da etapa de

brassagem do processo cervejeiro para o planejamento fatorial 22,

Estimativas + Desvio padréo 2°

. Sélidos . .
Efeitos Soltveis pH Acidez )’otal Cor (EBC) Proteu_was
(°Brix) (mEq/L) Totais
Meédia Global 6,03 £ 0,03 6,16 + 0,03 81,30 + 1,25 11,00 £ 0,40 0,12+ 0,01
Efeitos Principais
Temperatura (A) 0,75+ 0,06 -0,08 + 0,06 2,50 £ 2,50 1,00+0,80 -0,00 + 0,02
Tempo (B) 1,05+ 0,06 0,08 £ 0,06 12,50+ 2,50 2,50 £ 0,80 0,01 £+ 0,02
Efeitos de interacéo de dois fatores

AxB -0,25 + 0,06 0,08 £ 0,06 -7,50 + 2,50 -1,00 + 0,80 -0,00 + 0,02

20 erro padrao dos efeitos foi calculado a partir dos desvios padrdo. P Efeitos maiores que 0,17 para teor de s6lidos
soltveis e pH; 6,94 para acidez total; 2,22 para cor e 0,02 para teor de proteinas sdo significativos ao nivel de 95%
de confianca.

O mosto cervejeiro (Figura 7) é composto principalmente por carboidratos, na forma de
acucares fermentaveis e ndo fermentaveis, que juntamente com outras substancias minoritarias
presentes em solugdo formam o teor de s6lidos soltveis. Dessa forma, este pardmetro possibilita
a determinacdo do valor aproximado de alcool que a cerveja terd no final do processo
(Gschaedler, 2017).
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Figura 7. Mostos cervejeiros oriundos do estudo de brassagem utilizando a técnica cold mash.
a) Brassagem a 7 °C por 12 h; b) Brassagem a 7 °C por 24 h; c¢) Brassagem a 9 °C por 12 h; d)
Brassagem a 9 °C por 24 h.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Para uma cerveja tradicional, com cerca de 5% (v/v) de élcool, o valor que deve ser obtido
para o teor de solidos soluveis é de 12 °Bx, aproximadamente (Brasil, 2019). Assim, para se
obter cervejas de baixo teor alcodlico (2,5%) ou sem alcool (0,5%), os resultados para essa
analise devem se situar proximo de 5 °Bx (Branyik et al., 2012). Os resultados obtidos para teor
de sélidos soluveis encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Valores médios para o parametro fisico-quimico de teor de sélidos solUveis e seus

desvios padréo obtidos pelo planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padréo ?
(A) (B) Amostra* Sélidos Soluveis (°Brix)
) ) B7-12 5,00 + 0,00
(+) ) B9-12 6,00 = 0,00
() (+) B7-24 6,30 £ 0,14
(+) (+) B9-24 6,80 + 0,00

@ Desvios padrdo calculados a partir das duplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *B7: brassagem a 7°C;

B9: brassagem a 9°C; 12: tempo de brassagem de 12 horas; 24: tempo de brassagem de 24 horas.

A andlise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca para o teor de
solidos solaveis (Figura 8 (a e b), Tabela 4) apontou que todos os fatores estudados sdo
significativos, bem como o efeito de interagdo entre temperatura e tempo de brassagem (Figura

8 (c)), pois os valores de tcaiculado > teritico € 0S valores de p < 0,05. Assim, esses fatores ndo
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podem ser analisados separadamente, pois os seus efeitos dependem dos niveis de outras
variaveis.

Por meio dos dados obtidos para este parametro, se observa que os valores se situaram
entre 5,0 e 6,8 °Bx, com a concentracdo de solidos soluveis aumentando juntamente com o
aumento do tempo de brassagem e da temperatura de brassagem. O teor alcodlico tedrico
apresenta-se na faixa de 2,8% e 3,8%.

Estudos anteriores utilizando a técnica de brassagem a frio demonstraram que 0 mosto
cervejeiro apresenta quantidade maior de agucares nao fermentaveis e menor de agucares
fermentaveis, sendo o contrario do encontrado para 0 mosto obtido com brassagem a quente
(Dalberto, 2020). Assim, é esperado que o teor alcodlico real, a ser estudado futuramente, seja
menor do que o tedrico, podendo as cervejas ser classificadas como de baixo teor alcoolico.

Figura 8. Gréafico de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao teor de sélidos sollveis das amostras de mosto (a), grafico
dos efeitos principais significativos tempo e temperatura de brassagem (b) e grafico do efeito

de interacdo AB (c).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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Entre os dois efeitos principais estudados, nota-se que o tempo de brassagem possui
maior importancia para a analise de teor de solidos sollveis, pois existe maior amplitude entre
0s pontos maximo e minimo (Figura 8 (b)), influenciando de maneira sistematica na resposta.
Além disso, os dois efeitos principais caracterizam-se como efeitos sinérgicos, uma vez que, ao
aumentar o tempo de brassagem de 12 para 24 horas e a temperatura de brassagem de 7 para 9
°C, tem-se 0 aumento na concentragdo para o teor de solidos soluveis.

Os efeitos de interacdo de dois fatores (Figura 8 (c)) indicam que os menores valores
de teor de sélidos soluveis, onde se possibilita a obtencdo de cervejas com menores quantidades
de alcool, sdo alcancados quando se utiliza o tempo de brassagem de 12 horas e a temperatura
de 7°C. Essas varidveis resultam em menor quantidade de actcares fermentaveis, pois ha um
menor tempo de exposicdo para a hidrdlise amildcea (Dalberto, 2020), e também uma
temperatura amena, onde a acdo enzimatica ndo atinge o seu maximo de eficiéncia (Rosa;
Afonso, 2015), resultando em menor teor de alcool apds a etapa de fermentacéo.

Nota-se que mesmo utilizando a maior temperatura para a realizacdo da brassagem,
porém associado ao menor tempo, de 12 horas, o valor obtido para a concentracdo de soélidos
soltveis foi de 6,0 °Bx, demonstrando que o tempo € um parametro mais importante do que a
temperatura para se obter menores teores de alcool.

O controle do pH do mosto cervejeiro é de grande importancia, pois a atuacdo das
enzimas responsaveis pela hidrolise amilacea ird depender deste pardmetro (Perim, 2013).
Dessa forma, na etapa de brassagem o pH do mosto deve se situar entre 5,4 e 5,8, pois é a faixa
onde as enzimas o-amilase e -amilase apresentam sua maior eficiéncia, e apos a fermentacao
tende a diminuir e se situar entre valores de 4,0 e 5,0, pois durante esta etapa diversos acidos
organicos sao formados pelas leveduras, ocasionando essa diminui¢do (De Francesco et al,
2018; Brunelli; Mansano; Venturini Filho, 2014; Wyler, 2013). Os resultados obtidos para a

determinacéo de pH do mosto encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Valores medios para o parametro fisico-quimico de pH e seus desvios padrao obtidos

pelo planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padrédo @
(A) (B) Amostra* pH
) ) B7-12 6,20 £ 0,14
(+) ) B9-12 6,05+ 0,00
) (+) B7-24 6,20+ 0,14
+) (+) B9-24 6,20 + 0,00

@ Desvios padrdo calculados a partir das duplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *B7: brassagem a 7°C;

B9: brassagem a 9°C; 12: tempo de brassagem de 12 horas; 24: tempo de brassagem de 24 horas.
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Os valores obtidos para o pH do mosto cervejeiro situaram-se entre 6,05 a 6,20 (Tabela
6). Estudos conduzidos por Kutkoski e colaboradores (2019) apresentaram valores de pH entre
5,66 e 6,07, estando esses dados acima do reportado pela literatura para 0 mosto tradicional
(Brunelli; Mansano; Venturini Filho, 2014; Kutkoski et al., 2019). Esses valores mais elevados
de pH contribuem para extrair compostos indesejaveis da casca do malte, como maiores teores
de taninos, que pode impactar na estabilidade coloidal e sensorial da cerveja por meio do
aumento da adstringéncia (Bortoli et al., 2013).

Dentre as enzimas que atuam na etapa de brassagem, a fosfatase € uma das responsaveis
pelo abaixamento do pH do mosto, pois realizam a decomposicdo de fosfatos organicos,
produzindo &cido fosférico (Pilarski; Gerogiorgis, 2014; De Francesco et al, 2018; Rosa;
Afonso, 2015). Visto que na técnica de cold mash néo é realizado o aquecimento durante a
etapa de brassagem, portanto ndo ha a atuacdo de cada enzima em sua faixa de temperatura e
pH &timos, esta pode ser uma das causas de valores elevados para o pH do mosto. Este
comportamento também pode explicar a menor concentragdo de aglcares encontrada no mosto
quando se utiliza essa técnica, pois a acdo das principais enzimas responsaveis pela hidrélise
amiléacea, que iré resultar nos agucares fermentaveis, também é modificada (Brunelli; Mansano;
Venturini Filho, 2014; Wyler, 2013). Deste modo, se faz necessaria a correcao de pH do mosto
antes de se iniciar a brassagem quando se utiliza a técnica de cold mash, pois deve-se evitar a
extracdo de compostos indesejaveis que podem ser metabolizados pelas leveduras na etapa de
fermentacdo e convertidos em defeitos da cerveja (off-flavors) (Rosa; Afonso, 2015).

Além disso, é possivel que o tempo elevado de brassagem resulte em maior extracdo de
compostos fendlicos, provenientes dos graos de malte, como os &cidos fendlicos e os taninos.
Por se tratar de &cidos fracos, os acidos fendlicos, como o &cido ferulico e o &cido cafeico, ndo
irdo influenciar de maneira significativa no valor de pH. Em relacdo a caracteristicas sensoriais,
0s taninos resultam em sabores adstringentes, que causam a sensacdo de uma bebida mais seca
(Da Silva; Dias; Koblitz, 2021; Quifer-Rada et al., 2015).

A anélise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianga para o pH
(Figura 9) demonstra que nenhum dos fatores estudados, temperatura e tempo de brassagem,
séo significativos, pois os valores de teaiculado < teritico € 0S valores de p > 0,05. Observa-se que
ndo houve um efeito de interagdo significativo entre as varidveis estudadas (Tabela 4). Desta
forma, € possivel fazer a otimizagéo de cada fator de maneira univariada, pois os efeitos para o

parametro de pH ndo dependem dos niveis dos fatores estudados.
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Figura 9. Gréfico de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do

planejamento fatorial aplicado ao pardmetro fisico-quimico de pH das amostras de mosto.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Os resultados obtidos para a determinacdo da acidez total encontram-se na Tabela 7.
Esse parametro refere-se aos acidos organicos totais titulaveis na cerveja (Costa et al, 2016).
Por meio dessa andlise pode-se indicar contaminacdo microbiana na cerveja, pelo excesso de
acido acético, e também € possivel se observar valores elevados para a acidez total quando se
utiliza apenas malte de cevada, ao invés de se usar adjuntos ou malte de trigo para a producéo
(Almeida; Belo, 2017). Neste estudo, foi realizada a determinacdo de acidez total do mosto
cervejeiro, sendo pouco observado na literatura dados para esse parametro nessa etapa do

processo de producdo da cerveja.

Tabela 7. Valores médios para o parametro fisico-quimico de acidez total e seus desvios padrdo

obtidos pelo planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padréo ?
(A) (B) Amostra* Acidez Total (mEq L*de acido acético)
) ) B7-12 70,00 + 0,00
(+) ) B9-12 80,00 + 0,00
) (+) B7-24 90,00 + 0,00
(+) +) B9-24 85,00 + 7,00

@ Desvios padrdo calculados a partir das duplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *B7: brassagem a 7°C;

B9: brassagem a 9°C; 12: tempo de brassagem de 12 horas; 24: tempo de brassagem de 24 horas.

Entre as amostras deste estudo, ohserva-se um aumento nos valores de acidez total

quando se aumenta a temperatura de brassagem, de 7 para 9°C, bem como quando o tempo de
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brassagem é aumentado, de 12 para 24 horas. Os dados obtidos para 0 mosto variaram entre
70,00 e 90,00 mEq L%, enquanto Kutkoski e colaboradores (2019) obtiveram um valor maximo
para a acidez de 24,60 mEq L™ utilizando a brassagem a quente, indicando que as diferentes
técnicas de brassagem, a frio e a quente, influenciaram neste parametro.

Os valores de acidez elevados obtidos no presente estudo podem ser decorrentes de uma
maior extracdo de compostos fendlicos acidos, propiciado pelo maior tempo de contato entre o
malte e a 4gua nesta etapa (Carvalho; Guido, 2022). Como os valores de acidez total tendem a
diminuir apos a etapa de fermentacéo, € possivel se obter resultados proximos aos reportados
pela literatura para a cerveja finalizada (Kutkoski et al, 2019).

A andlise do teste-t e do gréfico de Pareto no nivel de 95% de confianca para a acidez
total (Figura 10, Tabela 4) apontou que o fator tempo de brassagem € significativo, bem como
o efeito de interacdo entre temperatura e tempo, pois 0s valores de tcaiculado > teritico € 0S Valores
de p < 0,05.

Figura 10. Gréafico de Pareto no nivel de confianga de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao parametro fisico-quimico de acidez total das amostras de
mosto cervejeiro (a) e grafico do efeito de interacdo entre temperatura de brassagem e tempo

de brassagem (b).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

O grafico para o efeito de interacdo de dois fatores (Figura 10 (b)) entre temperatura e
tempo demonstra que o maior valor de acidez total é obtido quando se realiza a brassagem a
7°C e pelo tempo de 24 horas, e 0 menor valor, a 7°C e 12 horas. Assim, se observa que o fator
tempo de brassagem exerce grande influéncia neste pardmetro, devendo-se levar em

consideracdo os dados a serem obtidos ap0s a etapa de fermentacdo, que sera realizada
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futuramente, para ser possivel optar pela condigdo mais adequada a fim de se obter cervejas
sem alcool e de baixo teor alcodlico equilibradas sensorialmente em referéncia a acidez total.

O parametro de cor das cervejas se mostra importante para a composi¢do do aspecto
fisico da bebida, e € determinado utilizando como padréo a escala de unidades EBC (European
Brewery Convention) (ASBC, 2018).

Neste estudo, utilizou-se 0 mesmo método para determinar a cor dos mostos cervejeiros,
onde o resultado proveria uma aproximacao adequada para a cor da cerveja finalizada, pois o
processo de fermentagdo resulta em uma pequena diminuicdo na coloracdo (Buglass, 2011).
Assim, buscou-se a obtencdo de valores de cor maiores para 0 mosto, em comparacdo aos
valores normalmente obtidos para cervejas do estilo pilsen, para garantir que o produto final
tenha a coloracdo adequada. Os resultados obtidos para a determinagéo da cor encontram-se na
Tabela 8.

O valor para a coloracdo da amostra B7-12, de 9 EBC, corresponde a cor amarela, e para
as amostras B9-12, B7-24, B9-24, que resultaram em 11 e 12 EBC, correspondem a cor
dourada, de acordo com a Tabela 2 (Brunelli; Mansano; Venturini Filho, 2014).

Tabela 8. Valores médios para o parametro fisico-quimico de cor e seus desvios padrao obtidos

pelo planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padréo 2
(A) (B) Amostra* Cor (EBC)
) ) B7-12 9,00+ 0,70
+) ) B9-12 11,00 £ 0,70
() (+) B7-24 12,00 £1,40
(+) (+) B9-24 12,00 £1,40

@ Desvios padréo calculados a partir das duplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *B7: brassagem a 7°C;

B9: brassagem a 9°C; 12: tempo de brassagem de 12 horas; 24: tempo de brassagem de 24 horas.

A andlise do teste-t e do gréafico de Pareto no nivel de 95% de confianca para o parametro
cor (Figura 11) apontou que o fator principal tempo de brassagem € significativo, pois 0s
valores de tealculado > teritico € 0S valores de p < 0,05. Observa-se que nao houve um efeito de
interacdo significativo entre as duas variaveis estudadas na avaliagdo da cor dos mostos
cervejeiros (Tabela 4).

Dessa forma, € possivel observar que a cor dos mostos tem um aumento em seu valor
quando se aumenta o tempo de brassagem, de 12 para 24 horas. 1sso acontece porque a cor esta

relacionada ao malte (Rosa; Afonso, 2015), que na brassagem esta presente desde o inicio do
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processo, portanto, o tempo de 24 horas permite uma maior extracdo de coloracao, e também
de sabores, para 0 mosto.

Figura 11. Gréafico de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do

planejamento fatorial aplicado ao parametro fisico-quimico de cor das amostras de mosto.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Além do malte, também ocorre uma intensificacao da cor durante a etapa de fervura do
mosto, pois se propicia a ocorréncia da reacdo de Maillard, que ocorre entre uma proteina ou
um aminoacido e um acucar redutor, como a glicose e a maltose, resultando na formacéo de
compostos de coloracdo marrom chamados melanoidinas (Buglass, 2011).

Assim, a fim de se obter um mosto cervejeiro com maior valor para o parametro cor,
que, consequentemente, também terd uma maior concentracdo de sabores maltados, pode-se
determinar o tempo de brassagem de 24 horas para a formulacdo da cerveja final.

Estudos conduzidos por Kutkoski e colaboradores (2019) para a coloracdo de cervejas
em fase de maturacdo demonstrou resultados entre 5 e 8 EBC. J& neste estudo foram obtidas
coloragdes entre 9 e 12 EBC para 0 mosto cervejeiro. N&o se pode realizar a comparacéo entre
0 mosto com a cerveja em processo de maturacdo, pois sabe-se que a cor decresce em
aproximadamente 2 unidades apés a etapa de fermentacdo, porém, fazendo-se uma andlise é
possivel notar que as cervejas obtidas por Cold Mash poderao apresentar coloracao entre 7 e 10
EBC, evidenciado o ganho de coloracéo que esse novo processo de brassagem ira conferir para
a cerveja finalizada (Dalberto et al., 2021; Kutkoski et al., 2019).

As proteinas presentes no mosto e na cerveja tem origem principalmente nos grédos de

malte, e sdo compostas por aminoacidos. Grande parte das proteinas sdo precipitadas e
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eliminadas durante as etapas de brassagem, fervura e resfriamento pos fervura. Além disso, uma
parte € utilizada pelas leveduras durante o processo de fermentacéo, e o residual de proteinas e
aminoacidos que permanece na cerveja finalizada contribui para o corpo da bebida e a retengédo
de espuma, além de sabores caracteristicos para determinados estilos cervejeiros (Buglass,
2011). Os resultados obtidos para a determinacéo do teor de proteinas encontram-se na Tabela
9.

Tabela 9. Valores médios para o teor de proteinas e seus desvios padrdo obtidos pelo

planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padréo @
(A) (B) Amostra* Proteinas (% (m/v))
) ) B7-12 0,12 £ 0,00
+) ) B9-12 0,12 £ 0,00
) +) B7-24 0,13+0,01
€] €] B9-24 0,13+0,01

@ Desvios padrdo calculados a partir das duplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *B7: brassagem a 7°C;

B9: brassagem a 9°C; 12: tempo de brassagem de 12 horas; 24: tempo de brassagem de 24 horas.

Os dados obtidos para o teor de proteinas neste estudo situaram-se entre 0,12 e 0,13%,
sendo estes valores menores do que os apresentados por Brunelli e Venturini Filho (2013) para
cervejas preparadas com adicdo de mel, onde se obteve teores de proteinas entre 0,38 e 0,79%.
A auséncia de aquecimento durante a etapa de brassagem pode ser a explicagdo para a baixa
concentracdo de proteinas do mosto, pois a temperatura contribui para sua extracdo dos graos
de malte e sua quebra para unidades menores, pela ativacdo das enzimas (Kerr; Caboche;
Schulz, 2019; Niu et al., 2018).

Estudos conduzidos por Da Silva (2005) para a determinacdo de proteinas no malte,
mosto cervejeiro e cerveja demonstram que ha um decaimento significativo nos valores entre o
mosto e a cerveja, demonstrando que parte do contetdo proteico é eliminado apos as etapas de
fermentagdo e maturagdo. Dessa forma, ha a tendéncia que os dados obtidos neste estudo para
proteinas apresentem-se ainda menores para a cerveja finalizada.

A importancia de se obter valores baixos para o teor de proteinas reside na possibilidade
de se analisar a concentragdo de gluten nessas cervejas, que podera ser baixa o suficiente para
ser caracterizada como cerveja sem gluten, ou seja, abaixo de 20 ppm (Cela et al., 2022),
abrindo espaco para se atingir diferentes consumidores.

A andlise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianga para o teor de

proteinas (Figura 12) demonstra que nenhum dos fatores estudados, temperatura e tempo de
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brassagem, sdo significativos, pois os valores de tcaiculado < teritico € 0S Valores de p>0,05.
Observa-se que ndao houve um efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas
(Tabela 4).

Figura 12. Gréafico de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do

planejamento fatorial aplicado ao pardmetro de teor de proteinas das amostras de mosto.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Desta forma, é possivel fazer a otimizacdo de cada fator de maneira univariada, pois 0s

efeitos para a concentracdo de proteinas ndo dependem dos niveis dos fatores estudados.

3.3 Conclusdes parciais

O estudo de brassagem demonstrou que a utilizacdo da técnica de cold mash foi
adequada para se atingir uma menor concentracdo de carboidratos (teor de sélidos sollveis)
para 0 mosto cervejeiro, e isso podera possibilitar a obtencdo de cervejas sem alcool e de baixo
teor alcodlico na sequéncia desta pesquisa. 1sso evidencia a inovagdo presente nesta técnica de
brassagem e as vantagens em utiliza-la quando se deseja obter essas caracteristicas.

A aplicacdo de um planejamento fatorial 22 permitiu a constatagdo de que o tempo de
brassagem foi um fator mais importante do que a temperatura, influenciando sistematicamente
nos parametros fisico-quimicos de teor de sélidos soluveis, acidez total e cor das amostras de
mosto. Dentre estes parametros, apenas para a analise de cor se obteve resultados semelhantes
aos de cervejas tradicionais. O pH e a acidez total apresentaram valores acima dos reportados
na literatura para 0 mosto cervejeiro, podendo ser uma caracteristica propria da tecnica de cold
mash. Para o teor de proteinas, os dados obtidos se situaram abaixo do encontrado para mostos

tradicionais.
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Desta forma, visando uma atencdo quanto aos aspectos sensoriais das posteriores
amostras de cervejas, as condigdes em que o tempo de brassagem é maior, de 24 horas, podem
se mostrar mais adequadas, pois tem-se uma maior intensidade de cor e de sabores e aromas

maltados, devido ao maior tempo de extracdo dessas caracteristicas do malte.
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4. ESTUDO DE FERMENTACAO
4.1 Experimental
4.1.1 Matérias primas

Para o preparo das cervejas foram utilizados os maltes tipo Pilsen e Caraamber. Os
lupulos usados foram o Hallertau Tradition, que possui de 4,0 a 10,0% de a-acidos, e 0
Hallertau Magnum, com teor de 11,0 a 16,0% em a-acidos, ambos da marca HVG.

Para as amostras sem &lcool, duas variedades de levedura especiais foram utilizadas:
Torulaspora delbrueckii (Biodiva TD291, Lallemand, liofilizada) e Metschnikowia
pulcherrima (Flavia MP346, Lallemand, liofilizada). Para as amostras de baixo teor alcoodlico,
utilizou-se a levedura Torulaspora delbrueckii em associagdo com a levedura de baixa
fermentacdo Saccharomyces cerevisiae (Diamond 3070, Lallemand, liofilizada). Além disso,
utilizou-se para a nutricdo das leveduras um enriquecedor de nutrientes essenciais para a

fermentacdo alcoolica (Servomyces L50-D50, Lallemand, liofilizado).
4.1.2 Preparo das amostras de cerveja

Para se obter o mosto cervejeiro pela técnica de cold mash, iniciou-se o processo com a
moagem de 200 g/L de malte pilsen e 10 g/L de malte caraamber em um triturador manual
préprio para gréos, para expor o interior dos grdos de malte. Em seguida, se adicionou a dgua
mineral ao malte triturado, dando inicio ao processo denominado brassagem a frio, utilizando-

se 0 tempo de 24 horas e a temperatura de 7°C (Rosa; Afonso, 2015; Dalberto et al., 2021).

O mosto resultante foi filtrado para a retirada do bagaco de malte, e posteriormente
levado para fervura (a aproximadamente 96°C), durante uma hora. Entdo, realizou-se nova
filtracdo para eliminacdo do trub quente, constituido principalmente por proteinas desnaturadas
e pelos residuos dos lupulos utilizados (Rosa; Afonso, 2015; BJCP, 2017). Para a etapa de
fermentacdo utilizou-se diferentes tipos de leveduras e nutri¢do das leveduras, e as condic¢oes

experimentais foram apresentadas na Tabela 10.
4.1.3 Estudo de otimizagéo

Para a cerveja sem alcool, avaliou-se a influéncia das variaveis tipo de levedura nédo-

Saccharomyces e nutricdo da levedura, aplicando-se um planejamento fatorial em dois niveis.
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Os ensaios do planejamento foram feitos em triplicatas. As variaveis estudadas e os niveis
avaliados sé&o apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Fatores e niveis do planejamento fatorial 22 para a otimizacéo do processo produtivo

de cervejas sem alcool.

Niveis
Fatores
) )
Tipo de levedura ndo-
Saccharomyces (A) Torulaspora delbrueckii Metschnikowia pulcherrima
Nutricdo da levedura (B) Sem Com

Para a cerveja de baixo teor alcodlico, avaliou-se a influéncia das variaveis proporcao
de levedura ndo-Saccharomyces (A) e nutri¢do da levedura (B), aplicando-se um planejamento
fatorial em dois niveis. Os ensaios do planejamento foram feitos em triplicatas. As variaveis

estudadas e os niveis avaliados sdao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Fatores e niveis do planejamento fatorial 22 para a otimizagao do processo produtivo

de cervejas de baixo teor alcoolico.

Niveis
Fatores ¢) (+)
Proporcéo de levedura ndo-Saccharomyces
(A) 6:4 8:2
(T. delbrueckii : S. cerevisiae)
Nutricdo da levedura (B) Sem Com

Os efeitos dos fatores do planejamento fatorial foram calculados pela Equacéo 4, em

que sdo as diferencas das medias dos niveis (+) e (-), respectivamente, dos fatores envolvidos.

E; = (R") - (R") (Equacao 4)
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Os efeitos das varidveis no perfil mineral, fisico-quimico e atividade antioxidante das
cervejas sem alcool e de baixo teor alcodlico foram testados para a significncia estatistica no
nivel de 95% de confianca pelo célculo do erro padrdo e pelo grafico de Pareto utilizando o
software Minitab v. 16.2.2 (MINITAB, 2010).

4.1.4 Caracterizacdo fisico-quimica

As amostras de cerveja foram analisadas por meio dos parametros fisico-quimicos de
teor de sélidos solaveis, pH (método 168/1V) e acidez total (método 221/1V). O teor alcodlico
foi determinado usando os métodos internacionais propostos por American Society of Brewing
Chemists (ASBC). O grau alcodlico (% (v/v)) foi obtido pela tabela de conversédo de densidade
relativa (Zenebon; Pascuet; Tiglea, 2008; ASBC, 2018). O teor de proteinas foi determinado

com base no método de Bradford, descrito por Carvalho e colaboradores (2002).

A cor das amostras cervejeiras foi determinada de acordo com o método 8.3 de
Analytica-EBC, onde a analise de cor foi feita levando-se em consideracdo leituras em
espectrometro de UV a 430 nm utilizando cubeta de quartzo, por meio da Equacéo 5 (Brunelli;
Mansano; Venturini Filho, 2014; EBC, 2015).

EBC Cor = A43onm x 25 (Equagéo 5)
Onde:
A é a absorbancia em comprimento de onda de 430 nm;

Para determinar o amargor foi empregado o método 8.8 de Analytica — EBC,
recomendado pelo European Brewery Convention. O amargor das amostras é expresso em
unidades de amargor (IBU) (Brunelli; Mansano; Venturini Filho, 2014; EBC, 2015).

4.1.5 Perfil Mineral

As determinaces de Zn, K, Mn, Ca e Mg foram feitas em Espectrémetro de Absorcéo
Atdmica em Chama (FAAS), utilizando lampadas de catodo oco (Varian AA-220 e Photron).
A curva de calibracdo para os metais analisados foi construida nas concentragdes de 1,0, 2,0,
3,0,4,0e5,0mg L. As determinagdes de K foram feitas no mesmo instrumento utilizando o
modo de Espectrometro de Emissdo Atdmica em Chama (FAES), de acordo com Niemes
(2018).
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4.1.6 Atividade Antioxidante

Foi determinada a atividade antioxidante das amostras sobre o radical 2,2"- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) utilizando o método descrito por Carvalho (2011).

As analises tiveram seus resultados determinados pela Equagao 6.

Ac—Aa
Ac x 100

% de inibicdo = (Equacéo 6)

Onde:
Ac é a absorbancia do controle;
Aa é a absorbancia da amostra;
4.1.7 Teor de Fendlicos

Os teores de fendlicos totais foram determinados através de espectrofotometria no UV-
Visivel utilizando o reagente Follin-Ciocalteau, conforme metodologia descrita por Kolc
(2014). Para a quantificagdo foram construidas curvas analiticas em faixas de concentragdo
diferentes do padrédo analitico, apresentando ajuste ao modelo linear descrito pela Equagéo 7.
Para a analise quantitativa a curva analitica foi construida em 10 niveis de concentracdo de
acido galico (40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360 e 400 mg/L) (Kolc, 2014).

Abs = —0,00899 + 0,00396 + 7,573x10™* + 2,239x10~5  (Equagéo 7)

4.2 Cerveja sem alcool
4.2.1 Resultados e Discussdo

O estudo conduzido nesta pesquisa investigou a aplicagdo da técnica de brassagem cold
mash em conjunto com o uso de leveduras especiais no processo cervejeiro, visando avaliar a
conformidade das amostras com os valores estabelecidos pela legislacdo brasileira e guias
oficiais. Além disso, buscou-se acompanhar as possiveis alteracdes que a brassagem a frio (cold
mash) pode acarretar quando associada a diferentes condi¢fes de fermentacdo, em comparacao
com os dados reportados pela literatura para a brassagem tradicional, a quente, com rampas de

temperatura, e para a utilizacdo de leveduras cervejeiras convencionais.
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As leveduras utilizadas, Torulaspora delbrueckii e Metschnikowia pulcherrima,
conhecidas comercialmente como Biodiva e Flavia (Lallemand Inc.®), respectivamente, sdo
denominadas leveduras especiais ndo-Saccharomyces. Elas sdo tradicionalmente utilizadas na
fermentacao de vinhos, por resultarem predominantemente em compostos aromaticos. Assim,
a producdo de etanol por essas leveduras é minima, e por isso, elas séo comumente usadas em
associacao a uma levedura Saccharomyces compativel (Canonico et al., 2021; Johansson et al.,
2021).

Estudos reportados por Johansson et al. (2021) e por Pereira-Junior (2019) ja
demonstraram a utilizacdo dessas leveduras para a producgéo de cerveja, obtendo-se menores
teores de alcool, em torno de 1,0 e 2,3%, respectivamente, classificando-as, assim, em cervejas
de baixo teor alcodlico. No presente estudo, buscou-se associar duas leveduras nao-
Saccharomyces a técnica Cold Mash, visando a obtencdo de quantidades ainda menores de

alcool.

O primeiro parametro fisico-quimico avaliado foi o de teor de solidos sollveis, que se
refere a quantidade de substancias sélidas dissolvidas no mosto cervejeiro. Entre essas
substancias estdo os aclcares fermentaveis e ndo fermentaveis, e, em menores concentragoes,
proteinas, minerais, e até mesmo alguns compostos organicos acidos. Por meio dessa analise
pode-se estimar o teor alcoolico tedrico que a cerveja ird apresentar, além de exercer influéncia
em aspectos sensoriais, como a percep¢ao do corpo da cerveja (Vrzal et al., 2023; Osorio et al.,
2024).

Para avaliar a influéncia das variaveis tipo de levedura especial e nutricdo da levedura
na etapa de fermentagio, utilizou-se um planejamento fatorial 22. Assim, a analise do teste-t e
do gréfico de Pareto no nivel de 95% de confianca para o parametro de sélidos sollveis
demonstra que nenhum dos fatores estudados, tipo de levedura especial e nutrigéo da levedura,
séo significativos, pois os valores de teaiculado < teritico € 05 valores de p > 0,05. Observa-se que
ndo houve um efeito de interacdo significativo entre as varidveis estudadas. Desta forma, €
possivel fazer a otimizacéo de cada fator de maneira univariada, pois os efeitos para o parametro

de solidos soluveis ndo dependem dos niveis dos fatores estudados.

Isso acontece porque as variaveis deste estudo encontram-se na etapa de fermentacéo
do processo cervejeiro, e o teor de solidos sollveis é o parametro obtido pela analise do mosto

cervejeiro, sendo essa uma das etapas iniciais do processo. O mosto é composto principalmente
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por carboidratos, na forma de agUcares fermentaveis e ndo fermentaveis, juntamente com outras
substancias minoritarias presentes em solucdo (Vrzal et al., 2023). Desta forma, todas as
amostras deste estudo foram preparadas utilizando a técnica de Cold Mash, ndo havendo

diferencas para a obtencdo deste parametro, como pode ser observado na Tabela 12.

Tabela 12. Valores médios para os parametros fisico-quimicos e seus desvios padrdo obtidos

pelo planejamento fatorial 22 para as amostras de cerveja.

Fatores Valores médios + Desvio padréo @
(A) (B) Amostra* Sélidos Teor pH Acidez Cor Amargor
soluveis alcoolico total (EBC) (1BU)
(°Brix) (%) (mEqg/L)
) ) Td 520 + 0,13+ 5,10 36,00 + 8,0+ 14,8 +
0,20 0,06 * 3,43 0,5 0,9
0,10
(+) ) Mp 5,20 £ 0,00 + 5,40 32,00+ 9,0+ 14,8 +
0,20 0,00 * 2,00 0,1 1,2
0,12
) +) TdS 5,20 + 0,43+ 5,20 36,00 + 8,0+ 141+
0,20 0,06 * 3,43 0,5 0,6
0,10
+) €] MpS 520+ 0,07 + 5,40 32,70+ 8,0+ 13,6 +
0,20 0,06 * 1,15 0,1 0,4
0,06

aDesvios padrdo calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *Td: levedura Torulaspora

delbrueckii; Mp: levedura Metschnikowia pulcherrima; S: nutricdo com Servomyces.

O mosto cervejeiro de uma cerveja tradicional possui, em média, um valor de 10 a
12°Bx, para que se possa obter ao final do processo uma quantidade de alcool de
aproximadamente 5% (v/v) (Brasil, 2019). Quando se utiliza a técnica de Cold Mash, esse valor
decai, como € possivel notar neste estudo, pois as enzimas responsaveis pela hidrolise do amido
ndo estdo atuando em seu maximo de eficiéncia, ao se comparar com a brassagem a quente,

extraindo, desta forma, uma quantidade menor de agucares fermentaveis (Dalberto et al., 2021;
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Dalberto; Niemes; Da Rosa, 2023). Essa menor extracdo ird possibilitar a obtencdo de menor
teor de &lcool para a cerveja (Branyik et al., 2012).

Outro parametro de grande importancia quando se trata de cervejas € o teor alcodlico.
Os resultados obtidos para a determinacdo do teor alcoolico encontram-se na Tabela 12. A
analise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca (Figura 13 (a)) apontou
que todos os fatores estudados sdo significativos, bem como o efeito de interacdo entre
temperatura e tempo de brassagem (Figura 13 (b)), pois os valores de tcaiculado < teritico € 0S
valores de p < 0,05. Assim, esses fatores ndo podem ser analisados separadamente, pois 0s seus

efeitos dependem dos niveis de outras variaveis.

Assim, se observa que as amostras se classificam como cerveja sem alcool de acordo
com a legislacdo brasileira (até 0,5% (v/v)). Isso pode ser explicado pela diferenca de
metabolismo entre as leveduras, onde ambas possuem como caracteristica a conversdo
prioritaria de aclcares em outros compostos de aroma e de sabor, especialmente os ésteres, ao
invés do etanol, como ocorre para leveduras cervejeiras tradicionais. 1sso é decorrente da
presenca de enzimas especificas, como as esterases e as glicosidases, que propiciam a formagéo
desses compostos em maiores quantidades (Canonico et al., 2021; Johansson et al., 2021).
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Figura 13. Gréficos de Pareto no nivel de confianga de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao teor alcodlico (a), pH (c) e acidez total (d) das amostras de
cerveja. Grafico do efeito de interacdo entre tipo de levedura ndo-Saccharomyces e nutricdo de

levedura aplicado ao parametro de teor alcoolico (c).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Ao se utilizar a levedura especial Metschnikowia pulcherrima, observou-se que foi
obtido quantidades menores de alcool em compara¢édo ao uso da levedura especial Torulaspora
delbrueckii. Isso pode ser benéfico, pois a maioria dos paises ndo possuem tolerancia quanto ao
teor alcoolico para uma cerveja ser classificada como sem alcool, como ocorre no Brasil
(Branyik et al., 2012).

Além disso, nota-se um aumento na quantidade de alcool quando se promove a nutri¢éo
das leveduras, pela adicdo de uma cepa enriquecida com minerais, pois esse enriquecimento
propicia a conducdo de uma fermentagdo com mais eficiéncia e com menor tendéncia de se
formar compostos indesejaveis, os chamados off-flavors, podendo contribuir para um melhor
perfil sensorial do produto ao mesmo tempo em que se mantém as cervejas na classificagcdo sem
alcool (Gama et al., 2017; Ledo et al., 2018).
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Os efeitos de interacdo de dois fatores (Figura 13 (b)) indicam que o menor valor para
teor alcodlico é obtido ao utilizar a levedura M. pulcherrima sem a nutri¢do adicional, bem
como o maior valor ao associar a levedura T. delbrueckii com a nutricdo, e isso se deve as
diferencas metabdlicas entre as duas leveduras, com menor predominancia de formacédo de
alcool para a levedura M. pulcherrima, e a uma menor ou maior eficiéncia fermentativa, com a

auséncia ou presenca do enriquecimento nutricional.

A andlise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianga para 0s
parametros de pH e acidez total (Figura 13 (c) e (d)) apontou que o fator tipo de levedura
especial é significativo, pois os valores de teaiculado > teritico € 0S Valores de p < 0,05. N&o houve
um efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas. Assim, esse fator ndo pode ser

analisado separadamente, pois os seus efeitos dependem dos niveis de outras variaveis.

As diferencas observadas para pH e acidez total sdo determinadas pelas diferentes vias
metabolicas de cada uma das duas leveduras utilizadas, onde a levedura Torulaspora
delbrueckii tende a produzir uma maior quantidade de acidos organicos em comparacao com a
levedura Metschnikowia pulcherrima. Além disso, a espécie M. pulcherrima apresenta maior
producdo de &cidos graxos, alcoois superiores, ésteres, terpenos e glicerol, resultando em
valores de acidez titulavel mais baixos comparativamente, como é demonstrado por Gabbardo
(2020) em analises de diversas classes de compostos para essas duas leveduras na fermentacéao

de vinhos.

Além disso, se observa diferencas nos valores de acidez ao se comparar 0 mosto (70 a
90 mEg/L) com a cerveja finalizada (32 a 36 mEq/L) nesta pesquisa. Estudos conduzidos por
Gongcalves e colaboradores (2022) explicam gque durante a etapa de fermentacdo as leveduras
podem realizar um processo denominado biossorcdo dos compostos fendlicos, resultando na
diminuicdo da concentracdo dessa classe de compostos, e por consequéncia, diminuindo os

valores de acidez total da cerveja (Silva, 2013; Gongalves et al., 2022).

Todos os valores obtidos para as amostras em relacdo a acidez total mostram-se
proximos ao reportado pela literatura, como foi descrito por Sousa e Fogaca (2019), com valores
entre 27,0 e 38,7 mEq/L, e por Kutkoski e colaboradores (2019), com dados em torno de 24,6
mEQ/L. Assim, esse parametro encontra-se adequado para a obtencédo de produtos padronizados

e sensorialmente agradaveis.
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Para 0 amargor e a cor das cervejas, duas importantes caracteristicas sensoriais, a analise
do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca demonstra que nenhum dos
fatores estudados séo significativos, pois os valores de tcaiculado < teritico € 0S Valores de p > 0,05.
N&o houve um efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas, portanto, pode-se
fazer a otimizacdo de cada fator de maneira univariada, pois os efeitos ndo dependem dos niveis

dos fatores avaliados.

Para o estilo Standard American Lager, uma derivagao do estilo Pilsen, de acordo com
guias cervejeiros oficiais, como o Beer Judge Certification Program (BJCP, 2021), a cor da
cerveja deve se situar entre 4 e 8 EBC, e 0 amargor entre 8 e 18 IBU, desta forma, se observa
que as amostras deste estudo se encontram adequadas para o estilo proposto, possibilitando
semelhangas com cervejas tradicionais (Figura 14).

Figura 14. Cervejas sem alcool produzidas pela técnica de cold mash utilizando: a) levedura
Torulaspora delbrueckii b) levedura Torulaspora delbrueckii utilizando nutricdo com
Servomyces; c¢) levedura Metschnikowia pulcherrima; d) levedura Metschnikowia pulcherrima
utilizando nutricdo com Servomyces.

a)

<)

Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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Além dos pardmetros fisico-quimicos descritos, os compostos fendlicos presentes na
cerveja também irdo influenciar nas caracteristicas sensoriais e na qualidade geral da bebida,
contribuindo em caracteristicas como sabor, aroma e aparéncia. A interacdo entre diferentes
tipos de fendlicos tambeém apresenta influéncia na percepcdo do amargor e na formacdo da
espuma. Assim, a determinacao desses compostos € importante para a producao de cervejas que

atendam aos padrdes de qualidade (Petrén et al., 2021; Carvalho; Guido, 2022).

Dentre os compostos fendlicos encontrados na cerveja, 70% a 80% tém sua origem no
malte, enquanto 20% a 30% provém dos lupulos e outros ingredientes (Quifer-Rada et al.,
2015). Dentre esses compostos destacam-se os acidos fenolicos, flavonoides, flavonas, e
taninos hidrolisaveis, incluindo as proantocianidinas (Coulibaly et al., 2023). A capacidade
antioxidante dos compostos fendlicos e dos flavonoides exercem influéncias na qualidade
sensorial da cerveja, atuando para retardar as mudancas no sabor e aroma durante o periodo de

armazenamento (Wannenmacher et al., 2018).

No processo de producdo da cerveja ocorrem reagdes quimicas que influenciam a
composi¢cdo de compostos fendlicos. A etapa de brassagem é uma das responsaveis por
aumentar a concentracao desses compostos, bem como pelo aumento da atividade antioxidante
(Carvalho; Guido, 2022). Desta forma, observa-se neste estudo teores de compostos fendlicos

entre 94 e 134 mg/L, aproximadamente, que sdo apresentados na Tabela 13.

Moura-Nunes e colaboradores (2016) avaliaram o teor de compostos fenolicos de
cervejas brasileiras, para amostras de cerveja sem alcool e amostras do estilo American
Standard Lager, reportando valores inferiores aos obtidos no presente estudo. Essa diferencga
pode ser explicada pelo emprego da técnica Cold Mash, onde existe maior tempo de extracao
desses compostos presentes no malte (Dalberto; Niemes; Da Rosa, 2023), podendo resultar em

quantidades similares a cervejas tradicionais ou até mesmo favorecer uma maior concentracao.
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Tabela 13. Valores médios para os pardmetros de teor de compostos fendlicos, atividade
antioxidante e teor de proteinas totais e seus desvios padréo obtidos pelo planejamento fatorial

22,

Fatores Valores médios + Desvio padrao 2
Atividade
. . o
(A) (B) Amostra Fendlicos (mg/L) antioxidante Proteinas (%)
(% de inibicao)
) ) Td 136,72 + 40,36 99,81+0,21 0,38 + 0,03
+) ¢) Mp 94,29 + 11,36 99,72+ 0,00 0,41 + 0,06
©) +) Tds 104,00 + 12,77 99,44 £ 0,37 0,44 + 0,03
+) (+) MpS 120,35 + 14,70 99,67 £ 0,21 0,44 + 0,07

@Desvios padrédo calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *Td: levedura Torulaspora

delbrueckii; Mp: levedura Metschnikowia pulcherrima; S: nutricdo com Servomyces.

A andlise do teste-t e do gréafico de Pareto no nivel de 95% de confianga para 0s
parametros de teor de compostos fendlicos (Figura 15 (a)) apontou que o fator tipo de levedura
especial ¢ significativo, pois os valores de tcaiculado > teritico € 0 Valores de p < 0,05. Ainda,
observa-se que houve um efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas. Assim,
esse fator ndo pode ser analisado separadamente, pois 0s seus efeitos dependem dos niveis de

outras variaveis.

Nota-se diferencas nos valores para teor de compostos fenolicos ao utilizar duas
leveduras especiais diferentes, e essa disparidade é influenciada pelas distintas vias metabolicas
das duas leveduras empregadas, onde a levedura T. delbrueckii demonstra uma propensdo a
gerar uma quantidade mais elevada desses compostos em comparacdo com a levedura M.
pulcherrima (He et al., 2023; Liu et al., 2023).

Os efeitos de interacdo de dois fatores (Figura 15 (b)) indicam que o menor valor para
teor de compostos fendlicos é obtido ao utilizar a levedura M. pulcherrima sem a nutrigdo
adicional, bem como o maior valor ao associar a levedura T. delbrueckii ainda sem a nutrigéo,

demonstrando que o tipo de levedura exerce grande influéncia neste parametro.



61

Figura 15. Gréficos de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao teor de compostos fendlicos (a) e atividade antioxidante (c) das
amostras de cerveja. Grafico do efeito de interacdo entre tipo de levedura ndo-Saccharomyces e nutri¢éo

da levedura para o teor de compostos fenolicos (b).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Para o pardmetro de atividade antioxidante, a analise do teste-t e do grafico de Pareto
no nivel de 95% de confianca demonstra que o fator B, nutricdo da levedura, é significativo,
pois 0s valores de tcaiculado > teritico € 0S Valores de p < 0,05 (Figura 15 (c)). Ja para o teor de
proteinas, se observou que nenhum dos fatores principais A e B foram significativos. Ndo houve
um efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas para ambos os parametros,
portanto, pode-se fazer a otimizacdo de cada fator de maneira univariada, pois os efeitos ndo

dependem dos niveis dos fatores avaliados.

Embora exista diferenca estatistica para o pardmetro de atividade antioxidante em
relacdo a nutricdo adicional das leveduras, em comparacdo a essa auséncia de nutri¢do, o0s
valores obtidos para todas as amostras, apresentados na Tabela 13, mostram-se superiores aos
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obtidos por Dziedzinski e colaboradores (2023), em torno de 60%, e por Coulibaly e
colaboradores (2023), com aproximadamente 70% de percentual de inibi¢cdo. Assim, a cerveja

desenvolvida neste estudo apresenta potencial benéfico aos consumidores.

Outro parametro importante para a qualidade de cervejas € o teor de proteinas
(macromoléculas formadas por aminoacidos), que sdo encontradas no mosto e na cerveja, com
sua principal origem nos grdos de malte. Durante as etapas de fervura e resfriamento pds-
fervura, grande parte dessas proteinas é precipitada e removida, alem de uma parte ser
consumida pelo processo de fermentacdo, restando apenas residuos de proteinas (Canonico et
al., 2021).

Desta forma, obteve-se valores para o parametro de teor de proteinas entre 0,38 e 0,44%
(Tabela 13). Estudos conduzidos por Canonico e colaboradores (2021) encontraram teores
entre 1,9 e 1,7% para amostras de cerveja utilizando a técnica de brassagem tradicional, a
guente, e a levedura especial Torulaspora delbrueckii. Tal diferenca se encontra na utilizagédo
da técnica Cold Mash empregada no presente estudo, pois a baixa temperatura utilizada

favorece uma menor extragdo de proteinas dos grdos de malte.

Os valores inferiores obtidos em comparacdo ao reportado pela literatura para a
concentracdo de proteinas demonstram a necessidade da sequéncia desta pesquisa, onde devera
ser analisado o teor de gluten nessas cervejas em estudos futuros, que podera ser baixa o
suficiente para ser caracterizada como cerveja sem glaten, ou seja, abaixo de 20 ppm, abrindo

espago para se atingir diferentes consumidores (Gasinski et al., 2023).

Durante o processo de fermentacdo alcodlica, alguns elementos metélicos, classificados
como micronutrientes, apresentam fungdes importantes para 0 bom desenvolvimento desta
etapa. Essas funcdes estdo relacionadas com o metabolismo celular das leveduras, assim, 0s
metais zinco e manganés apresentam funcdo enzimatica, atuando como centros cataliticos e
ativadores enzimaticos da glicolise. O potassio atua como ativador de reacdes da glicolise e em
outras etapas do metabolismo na fermentacao alcodlica, além de ser o metal presente em maior
concentracdo. Ja 0 magnésio desempenha fungdes relacionadas ao crescimento das leveduras
como co-fator de diversas reagfes. Por fim, o calcio protege a atividade das enzimas alfa-
amilase da inibic&o pelo calor, além de contribuir para a diminuigéo do pH (Gama et al., 2017,
Ledo et al., 2018; Roca-Mesa et al., 2022; Silva et al., 2022; Manousi et al., 2022).
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Para o perfil mineral das amostras, a analise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel
de 95% de confianga demonstra que, para 0s metais zinco, calcio e manganés, os dois fatores
principais, A e B (tipo de levedura especial e nutricdo da levedura), séo significativos (Figura
16 (), (b) e (e)), pois os valores de tcaiculado > teritico € 0S Valores de p < 0,05. Para o potassio,
apenas o fator principal B é significativo (Figura 16 (c)), e para 0 magnésio, nenhum dos fatores

principais foram significativos.

Figura 16. Gréficos de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao teor de zinco (a), célcio (b), potassio (c), manganés (e) das amostras
de cerveja. Gréficos do efeito de interacdo entre tipo de levedura ndo-Saccharomyces e nutricdo da

levedura para o teor de potéassio (d) e manganés (f).
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Em relagdo ao efeito principal tipo de levedura especial, nota-se que a concentracdo

apos a fermentacdo dos metais zinco e calcio foi maior quando se utilizou a levedura T.
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delbrueckii e menor quando utilizado a levedura M. pulcherrima (Tabela 14), demonstrando
que esta apresentou maior consumo destes elementos. Para 0 manganés, tem-se a situagéo
contraria: a levedura T. delbrueckii apresentou maior consumo, resultando em menor

concentracdo em relacdo a M. pulcherrima.

Tabela 14. Valores médios para o perfil mineral e seus desvios padrdo obtidos pelo

planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios (mg/L) + Desvio padréo @
(A) | (B) | Amostra* Zn Ca Mg K Mn
OO 0,43+ 0,09 1,94+ 0,94 0,26 + 0,05 3,01+0,03 0,28+ 0,02
Td
|G 0,18 £ 0,01 1,08 +0,16 0,25+ 0,05 3,17+ 0,03 0,51 £+ 0,07
Mp
O | 0,23+0,02 0,68 + 0,02 0,28 + 0,01 2,84+ 0,07 0,57 £ 0,04
TdS
+) | 0,17+0,11 0,65+ 0,03 0,25+ 0,03 2,63+£0,20 0,68 £ 0,09
MpS

aDesvios padrédo calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *Td: levedura Torulaspora

delbrueckii; Mp: levedura Metschnikowia pulcherrima S: nutricdo com Servomyces.

Para o efeito principal nutri¢do da levedura, observa-se que o0 consumo de zinco, célcio
e potassio foi maior quando se promoveu a nutricdo adicional de ambas as leveduras, indicando
um bom andamento do processo fermentativo (Udeh; Kgatla, 2013). Observa-se que houve um
efeito de interacdo significativo entre as variaveis estudadas para os metais potassio e manganés
(Figura 16 (d) e (f)). Assim, esse fator ndo pode ser analisado separadamente, pois 0s seus

efeitos dependem dos niveis de outras variaveis.

Em relagdo ao magnésio, embora ndo existam diferencas estatisticas para a sua
concentragdo de acordo com as diferentes condi¢bes de fermentagdo, € possivel apontar um
maior consumo quando se promove a nutricdo das leveduras. Como consequéncia, se observa
gue essas amostras resultaram em maiores valores para o teor alcodlico (Tabela 12), pois esse
metal atua para que se obtenha maxima eficiéncia fermentativa por ser cofator de diversas

enzimas envolvidas na fermentacdo alcoolica (Nolasco et al., 2020).
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4.3 Cerveja de baixo teor alcoolico

4.3.1 Resultados e Discussdo

Para a segunda etapa do estudo de fermentacéo, avaliou-se a técnica de cold mash em
conjunto com a fermentacao utilizando levedura ndo-Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii)
em associacdo a levedura Saccharomyces cerevisiae, pois 0 intuito era obter-se cervejas de
baixo teor alcoolico (entre 0,5 e 2,0%) (MAPA, 2019). Assim, como constatado anteriormente,
ao se utilizar apenas as leveduras ndo-Saccharomyces, se obtém cervejas sem alcool (até 0,5%),
e ao realizar a fermentacdo apenas com a S. cerevisiae, resulta-se em cervejas tradicionais

(graduacdo alcodlica superior a 2,0%) (Rosa; Afonso, 2015).

Assim, os parametros avaliados foram os mesmos descritos para a cerveja sem alcool
(item 4.2), podendo-se observar os resultados encontrados para o perfil fisico-quimico na
Tabela 15, teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante e teor de proteinas na Tabela

16, e perfil mineral na Tabela 17.

Para avaliar a influéncia das variaveis proporcdo de levedura ndo-Saccharomyces e
nutricio da levedura na etapa de fermentacéo, utilizou-se um planejamento fatorial 22. Em
relacdo aos parametros fisico-quimicos, a andlise do teste-t e do gréfico de Pareto no nivel de
95% de confianca (Figura 17 (a)) apontou que todos os fatores estudados para o teor alcodlico
sdo significativos, bem como o efeito de interacdo (Figura 17 (c)), pois 0s valores de teaiculado <
teritico € 0S valores de p < 0,05. Assim, esses fatores ndo podem ser analisados separadamente,

pois os seus efeitos dependem dos niveis de outras variaveis.
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Tabela 15. Valores médios para os parametros fisico-quimicos e seus desvios padrdo obtidos

pelo planejamento fatorial 22,

Fatores Valores médios + Desvio padrao 2
Sélidos Teor Acidez
o . Cor Amargor
(A) (B) Amostra* solaveis alcodlico pH total
) (EBC) (1BU)
(°Brix) (%) (mEg/L)
4,83
515+ 1,43 + 36,70 + 10,00 14,20 £
CININC! 6:4 +
0,06 0,25 3,01 +0,50 1,20
0,06
4,77
5,15+ 0,63+ 38,00 + 10,00 13,90 +
(+) ) 8:2 +
0,06 0,11 5,30 + 0,50 0,90
0,06
4,80
515+ 1,60 £ 38,00 + 9,00 + 14,60 +
) (+) 6:4S +
0,06 0,10 2,00 0,50 0,40
0,10
4,77
5,15+ 1,37+ 38,00 + 10,00 14,40 +
(+) (+) 8:2S +
0,06 0,06 006 3,46 +0,50 0,90

aDesvios padrao calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *6:4: proporcéao

de leveduras T. delbrueckii (60%) : S. cerevisiae (40%); 8:2: propor¢do de leveduras T. delbrueckii

(80%) : S. cerevisiae (20%); S: nutrigdo com Servomyces.

Entre os efeitos principais (Figura 17 (b)), se observa que o menor teor alcodlico é

obtido ao utilizar-se a proporcao de 80% de levedura T. delbrueckii e 20% de S. cerevisiae, ou

seja, a maior quantidade de ndo-Saccharomyces entre todas as condigcdes estudadas,

alcancando-se um teor de 0,63%. Isso acontece porque essa espécie converte 0s agucares

fermentaveis encontrados no mosto cervejeiro em outros compostos, especialmente ésteres, ao

invés de produzir preferencialmente etanol, como acontece para a S. cerevisiae. A producéo de

etanol pela T. delbrueckii € minima, como observado para as amostras de cerveja sem alcool
(Pereira-Junior, 2019; Canonico et al., 2021; Johansson et al., 2021).
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Figura 17. Gréficos de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado ao teor alcodlico (a). Grafico dos efeitos principais proporcao de levedura

e nutricdo da levedura (b) e grafico do efeito de interacdo de dois fatores (c).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A medida em que a proporcdo de S. cerevisiae aumenta, observa-se também o aumento
no teor alcodlico (Tabela 1 e Figura 17 (b e ¢)), chegando-se ao teor de 1,43%, devido a grande
eficiéncia desta espécie para producéo de etanol (Pirrone et al., 2022). Assim, pode-se descrever
o efeito principal A (proporcdo de levedura ndo-Saccharomyces) como um efeito antagonico,
pois 0 aumento na quantidade de T. delbrueckii acarreta na diminuicdo do teor alcodlico.

Em relacdo ao efeito principal B (nutricdo da levedura), se observa os menores teores
alcodlicos quando ndo se realiza a nutricdo (0,63% e 1,43%) e 0s maiores ao promover a
nutricdo das leveduras (1,37 e 1,60%), caracterizando-o como um efeito principal sinérgico,
pois essa nutricdo resulta em uma fermentacdo alcoolica com maior eficiéncia devido a
dosagem correta de minerais essenciais para 0 metabolismo desses microrganismos e para um
bom andamento da etapa de fermentagdo. Além de uma producdo de etanol mais eficiente, a
nutricdo também contribui para a diminuicdo de off-flavors, podendo impactar de maneira
positiva no perfil sensorial das amostras de cerveja (Roca-Mesa et al., 2022; Manousi et al.,
2022).
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Assim, o menor teor alcoolico é obtido ao utilizar maior propor¢édo de T. delbrueckii e
ao ndo promover a nutricdo adicional (Figura 17 (c)). Porém, como todas as amostras
produzidas classificam-se como cervejas de baixo teor alcodlico (até 2,0%), pode-se dar
preferéncia para as amostras em que utilizou essa nutricdo, a fim de se preservar uma
caracteristica sensorial mais agradavel aos consumidores e que se assemelhe mais as cervejas

tradicionais do estilo Pilsen.

Para os demais pardmetros fisico-quimicos (teor de solidos soluveis, pH, acidez total,
cor e amargor), a analise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca
demonstra que nenhum dos fatores estudados sdo significativos, pois o0s valores de teaiculado <
teritico € 0S valores de p > 0,05. Além disso, observou-se que ndo houve um efeito de interacdo
significativo entre as variaveis estudadas. Desta forma, é possivel fazer a otimizacdo de cada

fator de maneira univariada, pois os efeitos ndo dependem dos niveis dos fatores estudados.

Para a andlise de teor de sélidos solUveis, obteve-se 5,15 °Brix para todas as amostras,
pois esta etapa do estudo avaliou diferentes condi¢des apenas para a fermentacéo, mantendo-se
0 estagio de brassagem sem variagdes. A legislacdo brasileira e diversos estudos estabelecem
guantidades entre 10 e 12 °Brix, aproximadamente, para a producdo de cervejas Pilsen
utilizando a brassagem tradicional (Rosa; Afonso, 2015; MAPA, 2019). Essa diferenca reside
na aplicacédo da técnica de cold mash, como ja discutido anteriormente, e essa menor quantidade
de sélidos soltveis € um dos motivos que possibilita a obtencdo de menores teores de alcool
(Dalberto et al., 2021; Dalberto; Niemes; Da Rosa, 2023).

Para os demais parametros, pH, acidez total, cor (Figura 18) e amargor, observa-se
resultados em concordancia com o disposto na legislacao brasileira e com valores semelhantes
ao reportado pela literatura (Branyik et al., 2012; Sousa; Fogaga, 2019; Kutkoski et al., 2019;
Gabbardo, 2020; BJCP, 2021).
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Figura 18. Cervejas de baixo teor alcodlico preparadas utilizando a técnica de cold mash. a)
6:4: proporcgdo de leveduras T. delbrueckii (60%) : S. cerevisiae (40%); b) 8:2: proporgéo de
leveduras T. delbrueckii (80%) : S. cerevisiae (20%); c) 6:4: proporcdo de leveduras T.
delbrueckii (60%) : S. cerevisiae (40%) com Servomyces; d) 8:2: proporc¢édo de leveduras T.

delbrueckii (80%) : S. cerevisiae (20%) com Servomyces.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Além das analises fisico-quimicas, avaliou-se também o teor de compostos fendlicos
das amostras de cerveja, pois esse grupo de compostos sofre influéncia de leveduras néo-
Saccharomyces, como a T. delbrueckii (He et al., 2023). Assim, observa-se que a analise do
teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca (Figura 19 (b e c)) apontou que
todos os fatores estudados para o teor de compostos fenolicos sdo significativos, bem como o
efeito de interagéo de dois fatores (Figura 19 (d)), pois o0s valores de tcaiculado < teritico € 0S Valores

de p < 0,05. Assim, esses fatores ndo podem ser analisados separadamente, pois 0s seus efeitos
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dependem dos niveis de outras variaveis.

Figura 19. Gréficos de Pareto no nivel de confianca de 95% para os efeitos padronizados do
planejamento fatorial aplicado a atividade antioxidante (a) e ao teor de compostos fenélicos (b). Gréafico
dos efeitos principais (c) e do efeito de interagdo de dois fatores para o teor de compostos fendlicos (d).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Entre os efeitos principais (Figura 19 (c)), nota-se que, para a proporc¢do de levedura, o
maior valor no teor de compostos fendlicos € alcancado quando se utiliza menor quantidade da
T. delbrueckii, obtendo-se 92,48 mg/L, e 0 menor valor, quando é utilizado maior quantidade
de T. delbrueckii, resultando em 59,75 mg/L, como pode ser observado na Tabela 16. Isso
acontece porque o metabolismo dessa espécie tem a propriedade de gerar compostos fendlicos,
aumentando o contetdo de acidos hidroxicinamicos e flavan-3-0is, conforme demonstrado por

He e colaboradores (2023).

Para o fator nutricdo da levedura (Figura 19 (c)), observa-se maior concentracdo de
fendlicos quando se promove essa nutri¢do adicional (96,11 e 88,84 mg/L), pois se possibilita

uma fermentacdo com maior eficiéncia (Gama et al., 2017; Ledo et al., 2018).
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A Figura 19 (d) demonstra a interacdo entre esses dois fatores, onde € possivel observar
valores proximos para as duas propor¢des de leveduras (8:2 e 6:4) quando ambas recebem
nutricdo adicional. Assim, pode-se dar preferéncia para uma formulagcdo que preserve maior
proporcéo de T. delbrueckii a fim de se obter uma bebida com maior complexidade sensorial e

que se assemelhe com cervejas de teor alcodlico tradicional.

Tabela 16. Valores médios para os parametros de teor de compostos fenélicos, atividade antioxidante

e teor de proteinas e seus desvios padrdo obtidos pelo planejamento fatorial 22.

Fatores Valores médios + Desvio padréo 2
(A) (B) Amostra* Fendlicos (mg/L) Atividade antioxidante Proteinas (%)
(% de inibig&o)

) ¢)

6:4 92,48 £7,71 99,50 + 0,08 0,62+0,10
(+) Q)

8:2 59,75+ 12,00 99,25 + 0,08 0,59+0,11
) (+)

6:4S 96,11+5,14 99,40 + 0,16 0,65+0,15
| &

8:2S 88,84 + 11,35 99,25 + 0,08 0,65+ 0,09

2Desvios padrdo calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *6:4: proporcdo de
leveduras T. delbrueckii (60%) : S. cerevisiae (40%); 8:2: proporcdo de leveduras T. delbrueckii (80%) : S.
cerevisiae (20%); S: nutricdo com Servomyces.

Visto que a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos exerce influéncias na
qualidade sensorial da cerveja, como pontuado anteriormente (Petron et al., 2021; Carvalho;
Guido, 2022), se observa que a proporcao de levedura ndo-Saccharomyces (fator principal A)
foi significativa para a avaliacdo da atividade antioxidante (Figura 19 (a)), pois, a medida que
a concentracdo desses compostos tornou-se maior, o percentual de inibicdo das amostras
também aumentou (99,25 para 99,50%, Tabela 16).

Os valores obtidos para a atividade antioxidante das amostras de cerveja de baixo teor
alcoolico foram inferiores aos da cerveja sem alcool, ambos avaliados nesta pesquisa, mas
mostraram-se superiores aos obtidos por Dziedzinski e colaboradores (2023), com 60% de

percentual de inibicdo, e por Coulibaly e colaboradores (2023), com aproximadamente 70%.
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Para o parametro de teor de proteinas, importante indicador da qualidade de cervejas
(Canonico et al., 2021), a anélise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel de 95% de confianca
demonstra que nenhum dos fatores principais A e B foram significativos, pois os valores de
tealculado < teritico € 0S valores de p > 0,05. N&o houve um efeito de interagdo significativo entre
as varidveis estudadas, portanto, pode-se fazer a otimizacdo de cada fator de maneira

univariada, pois os efeitos ndo dependem dos niveis dos fatores avaliados.

Assim como para as cervejas sem alcool, as amostras de baixo teor alcoodlico
apresentaram teores de proteinas inferiores ao reportado pela literatura, como aponta Canonico
e colaboradores (2021), que encontraram teores entre 1,9 e 1,7%. Isso acontece porgue a técnica
de cold mash demonstrou grande influéncia para este pardmetro, pois no momento em que 0s
grdos de malte estdo em contato com a &gua para que ocorra a extracao de diversos compostos,
entre eles as proteinas, ndo ha o aquecimento, trabalhando-se em temperaturas inferiores a 10°C,
0 que favorece as baixas concentracdes (Dalberto et al., 2021; Dalberto; Niemes; Da Rosa,
2023).

Para o perfil mineral das amostras, a analise do teste-t e do grafico de Pareto no nivel
de 95% de confianga demonstra que, para 0s metais zinco e calcio, apenas o fator principal B
(nutricdo da levedura) é significativo (Figura 20 (a) e (b), respectivamente), pois os valores de
tcalculado > teritico € 0S Valores de p < 0,05. Para os demais metais, magnésio, potassio e manganés,
o fator B ndo € significativo, e para todos os metais, o fator principal A (proporcéo de levedura)
ndo é significativo, bem como o efeito de interacdo de dois fatores.

Figura 20. Graficos de Pareto no nivel de confianga de 95% para os efeitos padronizados do

planejamento fatorial aplicado ao teor de zinco (a) e célcio (b).
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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De acordo com Lallemand Inc.®, a cepa de levedura enriquecida naturalmente com
minerais utilizada para promover a nutricdo de leveduras cervejeiras apresenta 55 ppm do
elemento zinco em sua composicao, que foi adicionado proporcionalmente durante o preparo
das amostras deste estudo. Com base na Tabela 17, se observa que o Zn apresentou maior
concentragdo quando nédo foi realizada a nutricdo das leveduras, e menor concentragédo ao
realizar essa nutricdo adicional, ou seja, houve maior consumo desse mineral ao promover a

nutricéo.

Tabela 17. Valores médios para o perfil mineral e seus desvios padrdo obtidos pelo planejamento

fatorial 22.
Fatores Valores médios (mg/L) = Desvio padrao 2

(A) | (B) | Amostra* Zn Ca Mg K Mn
G0

6:4 1,00+0,10 0,90+0,13 0,36 £ 0,04 3,16 £ 0,09 0,63+ 0,08
|06

8:2 1,07 £ 0,09 0,70+0,10 0,35+ 0,07 2,81+0,16 0,68 + 0,05
ORNG)

6:4S 0,66 + 0,07 0,51+0,12 0,34+ 0,03 3,03+0,06 0,71 +£0,04
) | ()

8:2S 0,78 £ 0,28 0,43+ 0,04 0,34 £ 0,04 2,92 +0,03 0,66 £ 0,17

aDesvios padrdo calculados a partir das triplicatas dos ensaios do planejamento fatorial. *6:4: proporcéo de
leveduras T. delbrueckii (60%) : S. cerevisiae (40%); 8:2: proporcdo de leveduras T. delbrueckii (80%) : S.

cerevisiae (20%); S: nutricdo com Servomyces.

Udeh e Kgatla (2013) relatam a importancia de teores adequados de minerais durante a
conducao do processo fermentativo, sendo o zinco um dos principais devido a sua atua¢cdo como
centro catalitico e ativador enzimatico da glicélise. Assim, seu maior consumo na condi¢do em

que se promoveu a nutri¢do indica que a fermentacdo ocorreu com maior eficiéncia.

Para o elemento calcio, nota-se comportamento semelhante em relacdo ao Zn: maior
concentracdo sem a nutricdo das leveduras, e menor concentragdo ao realizar a nutrigéo,
indicando maior consumo ao promover a nutricdo. Devido a sua importancia para a etapa de
fermentacdo, em conjunto com os demais elementos, a presenca deste micronutriente torna-se
essencial para a obtencdo de cervejas agradaveis e equilibradas sensorialmente (Leéo et al.,
2018; Roca-Mesa et al., 2022).
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4.4 Conclusdes parciais

O estudo da etapa de fermentacdo durante o desenvolvimento de cervejas sem alcool e
de baixo teor alcodlico demonstrou que o tipo de levedura utilizado (Torulaspora delbrueckii e
Metschnikowia pulcherrima) foi o fator principal mais importante, afetando sistematicamente
a resposta. Isso se deve as distintas vias metabolicas utilizadas pelas diferentes cepas de
leveduras. Os parametros de pH, acidez total, cor, amargor e teor de compostos fendlicos
encontram-se proximos ao reportado pela literatura e pelos guias oficiais cervejeiros,

obedecendo a legislacdo vigente.

A atividade antioxidante das amostras de cerveja se mostrou superior ao reportado pela
literatura, e o teor de proteinas, inferior ao encontrado para cervejas tradicionais, demonstrando
ser uma bebida com potencial em contribuir de maneira positiva para a melhora de hébitos e na

diminuicdo do consumo de &lcool.
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5. ANALISE SENSORIAL
5.1 Materiais e métodos

Esta pesquisa teve seu projeto submetido & apreciacéo e aprovacao pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual do Centro-Oeste — Unicentro/PR (parecer n°6.058.983).
A andlise foi realizada no laboratorio de andlise sensorial do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Unicentro. Os participantes foram orientados quanto aos procedimentos e a
protecdo de sua privacidade, e demonstraram seu consentimento ao assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexos A e B), conforme a Resolucéo n°466/12 do
Ministério da Saude (Brasil, 2003).

As amostras de cervejas foram submetidas a avaliacdo sensorial para averiguar a
preferéncia, perfil de atributos e testes de preferéncia. Os julgadores realizaram 0s testes em
cabines individuais, com luz branca, em temperatura ambiente. Cada julgador recebeu as
amostras de cerveja em copos de plastico transparentes e descartaveis, devidamente rotuladas
e codificadas com algarismos de trés digitos escolhidos de forma aleatdria, contendo
aproximadamente 20 mL de cerveja, agua mineral e biscoito do tipo cream cracker para a
limpeza das papilas gustativas entre a avaliagdo de cada amostra. A ficha do teste
correspondente se encontra no Anexo C.

Foram apresentados trés tipos de amostras de cerveja para apreciacdo dos provadores.
O perfil de atributos foi constituido pela avaliacdo da aparéncia, aroma e sabor, com notas de 1
a 5. Os testes de preferéncia consistiram na frequéncia de consumo, com 7 pontos de escolha,
e de qualidade, com 5 pontos. Ainda, os participantes avaliaram as amostras quanto a sua
semelhanga com uma cerveja Pilsen tradicional, julgando como a mais parecida e a menos

parecida.
5.1.1 Andlise estatistica dos dados

Para investigar diferencgas significativas nos atributos avaliados para a amostra de
cerveja padrao e formulagdes sem &lcool, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de
um fator. Toda a analise estatistica foi realizada no nivel de 95% de confianca, e o teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia utilizando o software Minitab v. 16.2.2 (MINITAB,
2010).
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5.2 Resultados e Discussao

A andlise sensorial foi realizada para avaliar a aceitacdo das cervejas sem alcool e
comparé-las com uma amostra padrdo, de teor alcodlico tradicional, em torno de 4,5% (Brasil,
2019). Para as amostras sem alcool, foram escolhidas as formulagdes com diferentes
modificacdes na etapa de fermentacdo a fim de se verificar possiveis alteracbes nas
caracteristicas sensoriais. Desta forma, as cervejas selecionadas foram uma amostra fermentada
apenas com a levedura Torulaspora delbrueckii, uma amostra em que se realizou a nutri¢do da
T. delbrueckii (TdS), e uma amostra de cerveja padréo, sendo todas preparadas em laboratério

com as mesmas matérias primas, que sao apresentadas, respectivamente, na Figura 21.

Figura 21. Cervejas produzidas utilizando: a) levedura Torulaspora delbrueckii, b) levedura T.
delbrueckii com nutri¢do utilizando Servomyces (TdS); b) cerveja padréo.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

As amostras de cervejas foram registradas antes de se realizar as andlises de
caracterizagdo, assim, ainda ndo haviam passado pela etapa de gaseificacdo, pois haveria
influéncia nos resultados obtidos. Portanto, o colarinho das cervejas se formou e se dissipou
rapidamente, pois a carbonatacdo auxilia na sua permanéncia. Para a realizacdo da andlise
sensorial, as amostras foram gaseificadas adequadamente.

A escolha das duas formulacGes de cerveja sem alcool consistiu em amostras em que se

utilizou a mesma levedura, onde, em analises preliminares, se observou que a T. delbrueckii
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apresentou atributos sensoriais mais agradaveis em relacdo a M. pulcherrima, para que fosse
possivel comparar a nutri¢do adicional durante a etapa de fermentacdo, que tem o objetivo de
melhorar o perfil sensorial. Além disso, as duas amostras foram produzidas utilizando a técnica
de brassagem cold mash, para que se pudesse, juntamente com a levedura nao-Saccharomyces,
obter cervejas sem alcool (até 0,5%), e também manter as caracteristicas conferidas por essa
técnica (Dalberto et al., 2021; Dalberto; Niemes; Da Rosa, 2023).

Assim, a Tabela 18 apresenta as notas obtidas para os atributos sensoriais de aparéncia,
aroma e sabor avaliados, onde a escala de notas variou de 1 a 5, sendo “1” para “péssimo” e

“5” para “excelente”.

Tabela 18. Notas obtidas para os atributos sensoriais avaliados na cerveja padréo e cervejas

sem alcool.
Atributo T. delbrueckii* Tds* Padrao*
Aparéncia 4,45+ 0,872 4,29 + 0,932 4,12 +1,042
Aroma 3,66 + 1,222 3,61+1,142 3,69+1,122
Sabor 3,61+1,222 3,11+1,232 3,33+1,412

* Letras iguais para cada pardmetro indicam que ndo existem diferencas significativas a 95% de confianga por

meio da aplicacdo do teste de comparagdo multipla de médias de Tukey.

Todos os atributos avaliados, aparéncia, aroma e sabor, ndo apresentaram diferencas
significativas entre as amostras (Fcaiculado < Feritico € Valor de p > 0,05), demonstrando que as
amostras sem alcool foram consideradas iguais a amostra padrdo (Tabela 18). Para aparéncia,
obteve-se notas acima de 4 pontos, considerando-se um resultado satisfatorio, visto que a nota
méaxima é de 5 pontos, além de comprovar que a técnica de cold mash alcancou resultados
satisfatorios ao trazer coloracdo mais intensa para as cervejas sem alcool. Para aroma e sabor,
as notas variaram entre 3,11 e 3,69, indicando que esses atributos podem ser melhorados para
oferecer uma melhor experiéncia sensorial aos futuros consumidores.

Assim, é possivel notar que as modificacdes realizadas no processo de produgéo para a
obtencdo de um teor alcodlico menor ndo alteraram as caracteristicas sensoriais das novas

formulacdes de cerveja sem alcool, em comparacgdo ao processo tradicional.
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Além do perfil de atributos, a analise sensorial também avaliou testes de preferéncia,
para frequéncia em que os provadores poderiam consumir as amostras, e para a qualidade de
cada cerveja. Na Tabela 19 estdo apresentadas as notas para a frequéncia de consumo, em que
a escala varia de 1 a 7, sendo “1” para “nunca consumiria” e “7” para “consumiria sempre”, €
as notas para a qualidade das cervejas em comparacdo com aquela que os participantes
costumam consumir, com uma escala de 1 a 5, sendo “1” para “qualidade muito inferior”, “3”

para “qualidade semelhante” e “5” para “qualidade muito superior”.

Tabela 19. Notas obtidas para a frequéncia de consumo e a qualidade da cerveja padrdo e

cervejas sem alcool.

Teste de Preferéncia
T. delbrueckii* Tds* Padrao*
Frequéncia de 3,60+1,73° 3,34+1,52° 5,54 + 1,522
Consumo
Qualidade da Cerveja 2,31 +1,04° 2,40 £ 0,89° 3,40 + 1,062

* Letras iguais para cada parametro indicam que ndo existem diferencas significativas a 95% de confianca por

meio da aplicacdo do teste de comparacdo multipla de médias de Tukey.

Ambos os testes de preferéncia avaliados ndo apresentaram diferengas significativas
para as amostras sem alcool, mas se mostraram estatisticamente diferentes em relacdo a cerveja
padrdo (Fcaiculado > Feritico € Valor de p < 0,05), assim, é possivel notar que, para uma média
global das amostras, a cerveja de teor alcodlico tradicional ainda teria uma frequéncia de
consumo maior.

Ao analisar essa frequéncia de acordo com a porcentagem obtida para cada ponto da
escala de consumo (Figura 22), observa-se que a amostra padrdo seria consumida sempre, e
gue as amostras sem alcool (T. delbrueckii e TdS) seriam consumidas ocasionalmente, e ainda,
que a amostra T. delbrueckii obteve porcentagem proxima para a faixa de consumo “consumiria

frequentemente”.
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Figura 22. Frequéncia de consumo para as cervejas avaliadas em porcentagem de participantes.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A avaliacdo da qualidade da cerveja, que foi feita por meio da comparagdo com a cerveja
que cada participante costuma consumir, obteve nota geral de 3,4 para a cerveja padréo, de 2,31
para T. delbrueckii e de 2,40 para TdS, onde as notas variavam de 1 a 5 (Tabela 19). A Figura
23 apresenta o grafico para a porcentagem de participantes para cada ponto avaliado na escala

de qualidade.
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Figura 23. Qualidade das cervejas avaliadas em porcentagem de participantes.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Observa-se que, para a cerveja padrdo, os provadores atribuiram 16% das notas para as
escalas 1 e 2 (qualidade muito inferior e inferior), 39% para qualidade similar (nota 3), e 45%
para qualidade superior e muito superior (notas 4 e 5), demonstrando um bom andamento do
processo produtivo. Para a amostra T. delbrueckii, obteve-se 56% das notas para qualidade
muito inferior e inferior, e 44% para a soma de qualidade similar, superior e muito superior. J&
para a cerveja TdS, o resultado foi de 53% para as notas 1 e 2, e 47% para as notas de 3 a 5.

Por fim, os provadores escolheram, entre as trés amostras, qual seria menos parecida, a
de semelhanca intermediaria e a mais parecida a uma amostra de cerveja Pilsen tradicional, e
os resultados obtidos em porcentagem de participantes sdo apresentados na Figura 24.

E possivel observar que a formulacio onde se utilizou apenas a espécie T. delbrueckii
na fermentacdo foi considerada a que menos se assemelhou a uma cerveja do estilo Pilsen, com
64% de votos para o topico “menos parecida”. J4 a amostra em que se promoveu a nutri¢ao da
T. delbrueckii foi julgada com uma semelhanga intermediaria ao estilo, com 50% dos
provadores julgando-a desta maneira, e por fim, a amostra padrdo reconhecida como a
representante do estilo Pilsen, sendo votada por 73% dos participantes para o topico “mais

parecida”.
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Figura 24. Escolha dos participantes quanto a semelhanca a uma cerveja Pilsen tradicional:

cerveja mais parecida, cerveja de semelhanca intermediaria e cerveja menos parecida.

MAIS PARECIDA SEMELHANCA INTERMEDIARIA MENOS PARECIDA

W T. delbrueckii ® TdS W Padrao W T. delbrueckii ® TdS W Padrao W T. delbrueckii ® TdS W Padrao

4%

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Assim, é possivel observar que a nutrigdo adicional na etapa de fermentacédo resultou
em melhorias para o perfil sensorial da cerveja obtida, e que, embora a cerveja padrdo tenha
resultado em maior preferéncia dos participantes, as formulagdes sem alcool também obtiveram
resultados satisfatorios, constatando as recentes tendéncias de mercado que indicam um

crescimento na procura e consumo de bebidas sem alcool.

5.3 Conclusdes parciais

A realizacdo de uma analise sensorial apontou uma boa aceitagdo para as cervejas sem
alcool desenvolvidas nesta pesquisa, onde as notas dadas aos atributos sensoriais se mostraram
iguais aos da cerveja padrdo. Os testes de preferéncia demonstraram que a cerveja tradicional
ainda é consumida com maior frequéncia, porém, as amostras sem alcool também tiveram uma
porcentagem satisfatoria de escolha para um consumo regular por parte dos julgadores.

Essa andlise permitiu identificar que a realizacdo da nutricdo das leveduras na etapa de
fermentacdo influencia o perfil sensorial da cerveja, resultando em amostras mais agradaveis e

equilibradas sensorialmente, propiciando uma maior aceitagdo aos consumidores.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a possibilidade de se aliar a técnica inovadora de Cold
Mash com o uso de leveduras ndo-Saccharomyces para o desenvolvimento de cervejas sem
alcool e de baixo teor alcoolico. As caracteristicas fornecidas por essa técnica de brassagem
torna os atributos sensoriais das formulacdes desenvolvidas semelhante aos das cervejas de teor
alcodlico tradicional, pois confere maior sabor e aroma maltados, mais corpo e ndo deixa

residual de agucares elevados, como demonstrado por estudos anteriores.

Analises fisico-quimicas demonstraram semelhancas com dados reportados pela
literatura e com guias oficiais cervejeiros, além de estar em concordancia com a legislacéo
brasileira, demonstrando que as cervejas desenvolvidas apresentaram padronizacao e controle
de qualidade adequados e seguros para o consumo. A analise sensorial realizada resultou em
boa aceitacdo para a formulacdo em que se utilizou levedura ndo-Saccharomyces com aplicacéo
de nutrig&o adicional para a etapa de fermentacéo, constatando que a concentragao adequada de
minerais contribui para melhorar o perfil sensorial das cervejas e diminuir a presenca de off-
flavors.

Assim, a formulacdo em que se utilizou a espécie de levedura Torulaspora delbrueckii
com a nutricdo adicional foi escolhida como o produto final deste estudo, pois a técnica de
brassagem cold mash preservou a semelhanca com o estilo Pilsen e também conferiu um mosto
cervejeiro com menor quantidade de acucares fermentaveis, e a condicdo de fermentacdo
utilizada propiciou uma cerveja com complexidade de sabores e aromas, mas classificada como
sem alcool, resultando em uma bebida sensorialmente equilibrada e agradavel para os futuros

consumidores que desejam diminuir o consumo de alcool.
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ANEXOS

Anexo A: Termo de consentimento entregue aos participantes da anélise sensorial.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado(a) Colaborador(a), vocé estd sendo convidado(a) a participar do seguinte estudo:

. Titulo da pesquisa: Andlise sensorial de cervejas sem alcool.

. Pesquisador responséavel: Gabriela Dalberto

. Instituicdo a que pertence o pesquisador responsavel: Universidade Estadual do Centro
Oeste — UNICENTRO

. Local de realizacéo do estudo/coleta de dados: UNICENTRO - Campus Cedeteg

- Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao pesquisador sobre qualquer divida que
VOCE tiver.

- Caso se sinta esclarecido (a) sobre as informacdes que estdo neste Termo e aceite fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, em duas vias, sendo uma via sua e a outra do
pesquisador responsavel pela pesquisa.

- Saiba que vocé tem total direito de ndo querer participar.

1. OBJETIVO DA PESQUISA: Avaliar sensorialmente a aceitagdo de cervejas pilsen sem

alcool obtidas pela técnica cold mash.
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2. PARTICIPACAO NA PESQUISA:

Vocé ird participar desta pesquisa provando diferentes amostras de cervejas sem alcool
(até 0,5%) e ira preencher uma ficha de avaliacdo sensorial, onde ira avaliar cada amostra
atribuindo pontuacdo de 1 a 5 para diferentes aspectos sensoriais das cervejas, sendo eles:

aparéncia, aroma e sabor. Essa forma de avaliacdo é chamada Perfil de Caracteristica.

Além disso, a ficha sensorial conta com a avaliacdo das amostras por meio de uma escala
numerada de 1 a 7 para a frequéncia de consumo, sendo: 1 - Nunca consumiria; 2 - Consumiria
muito raramente; 3 - Consumiria raramente; 4 - Consumiria ocasionalmente; 5 - Consumiria

frequentemente; 6 - Consumiria muito frequentemente; 7 - Consumiria sempre.

Por fim, seré solicitado que vocé preencha um Perfil de Atitude, que é uma avaliagdo
com cinco pontos, onde vocé atribuird notas de acordo com a qualidade de cada amostra
provada, sendo: 1 - qualidade muito inferior; 2 - qualidade inferior; 3 - qualidade similar; 4 -

qualidade superior; 5 - qualidade muito superior. Esse teste indica a aceitabilidade do produto.

Vocé recebera cerca de 30 mL de cada formulacdo de cerveja por se tratar de amostras
com teor alcoolico entre 0,0 e 0,5%.

Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntéaria, tendo vocé a
liberdade de recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, e exigir a retirada

de sua participacdo da pesquisa sem que isto acarrete qualquer dnus ou prejuizo a sua pessoa.

3. LOCAL DA PESQUISA: Sera necessario que vocé compareca a Universidade Estadual do
Centro Oeste - Unicentro, Campus CEDETEG, Laboratério de Andlise Sensorial do
Departamento de Engenharia de Alimentos, para avaliar sensorialmente a aceitacdo de cervejas

pilsen sem alcool e de baixo teor alcodlico, o que pode levar aproximadamente 15 minutos.

4. RISCOS E DESCONFORTOS: Este procedimento apresenta riscos minimos, porém pode
ser nocivo e perigosos para determinados grupos de pessoas, como: pessoas portadoras de
diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares, doencas do sistema digestivo e para pessoas
que j& tiveram ou tem problema relacionado ao figado, doencas neuroldgicas, psiquiatricas,
pessoas que fazem uso continuo de medicacéo e ou estdo fazendo uso, alérgico a algum tipo de
alimento, ou menor de 18 anos. Em caso de pertencer a algum destes grupos, o candidato sera

impedido de participar acionando os Critérios de Exclus&o.
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Por mais que ingerida em pequenas quantidades, o alcool pode anular o efeito de
medicacdo, pode causar dependéncia e pode desencadear alguns efeitos colaterais como: Dor
de cabeca, enjoo, mal-estar. Apos a participacéo, o voluntario ndo devera e ndo podera fazer
uso do volante devido ao alcool, pois, com a Lei Seca, quem é flagrado dirigindo apds ter
ingerido mesmo que uma pequena quantidade, é penalizado. Mesmo que nao seja pego em uma
blitz, quem bebe e dirige corre o risco de morrer ou matar outras pessoas por falta de reflexo na
direcdo. N&o podera operar maquinas ou exercer qualquer outra fungdo que apresente risco a
sua vida. Por conter teor alcoolico mesmo que baixo, entre 0,0 e 2,0%, é necessario lembrar
para beber com moderacdo e ndo deve dirigir apés a analise, e ainda que: "O consumo de alcool
inibe os reflexos e reduz a capacidade para dirigir e operar maquinas", "O consumo de alcool
pode causar dependéncia e diversos maleficios a satde", "O consumo de alcool deve ser evitado
durante toda a gravidez e amamentacdo".

Todas as amostras de cerveja utilizadas nesta analise sensorial passardo por
determinacdo de controle de qualidade utilizando a Instru¢cdo Normativa n° 65, de 10 de
dezembro de 2019, que estabelece os padrdes de identidade e qualidade para os produtos de
cervejaria, bem como determinacdes descritas em Métodos Fisico-Quimicos para Analise de
Alimentos, do Instituto Adolfo Lutz. Amostras que ndo se mostrem adequadas quanto aos
valores padrao reportados pela literatura para os parametros de teor alcoolico, pH, acidez total,
cor e amargor serao retiradas desta analise.

Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente da participacdo no estudo, tem
direito a assisténcia integral, imediata e gratuita (responsabilidade dos pesquisadores) e também
tem direito a pleitear indenizacdo, segundo as determinagdes do Caodigo Civil (Lei n°® 10.406 de
2002) e das Resolucdes 466/12 e 510/16 do Conselho Nacional de Salde, caso sinta que houve

qualquer tipo de abuso por parte dos pesquisadores.

5. BENEFICIOS: Os beneficios esperados com esse estudo sdo os de apresentar aos
consumidores um novo tipo de produto, pois comercialmente ndo se observa uma cerveja sem
alcool que conserve as caracteristicas encontradas nas cervejas tradicionais, ou seja, que possua
sabor, aroma, cor e corpo semelhantes. A cerveja € uma bebida que, se ingerida com cautela e
moderacdo, pode trazer beneficios ao organismo, visto que é rica em vitaminas, polifendis
(antioxidantes), minerais, sendo fonte de nutrientes e fibras. Grande parte desses nutrientes s&o
provenientes do malte, e na composicao da cerveja também esté o lGpulo, que é uma planta com

propriedades antibidticas e anti-inflamatdrias. Outro beneficio estd na menor quantidade de
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alcool que esta bebida apresenta por se tratar de cervejas sem alcool, sendo o teor minimo de
0,0% e maximo de 0,5%, enquanto uma cerveja tradicional possui em torno de 5% de &lcool.

6. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informacdes que o(a) Sr.(a) nos fornece ou que sejam
conseguidas por questionario serdo utilizadas somente para esta pesquisa. Suas respostas, dados
pessoais e avaliagOes ficardo em segredo e 0 seu nome ndo aparecera em lugar nenhum dos
questionarios. Quando os resultados da pesquisa forem divulgados, isto ocorrera sob forma

codificada, para preservar seu nome e manter sua confidencialidade.

7. DESPESAS/RESSARCIMENTO: Os custos do projeto sdo de responsabilidade do
pesquisador. O colaborador/participante ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela sua
participacdo e as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo sdo de sua

responsabilidade.

8. MATERIAIS: O material obtido na forma de ficha de avalia¢do sera utilizado unicamente
para essa pesquisa e sera mantido em arquivo pelo prazo legal de 5 anos, podendo entdo ser
descartado.

Caso vocé tenha mais davidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode nos
contatar nos enderegos a seguir ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UNICENTRO,
cujo endereco consta deste documento.

O Comité de Etica, de acordo com a Resolucdo 466/2012-CNS-MS, é um colegiado
interdisciplinar e independente, de carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para
defender os interesses de participantes de pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro dos padrdes éticos. Para garantir os padrdes
éticos da pesquisa, 0s tdpicos anteriores concedem requisitos minimos para manter sua
integridade e dignidade na pesquisa.

* Como seguranca juridica, este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo
uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a voceé.

* \/océ podera entrar em contato com o/a pesquisador/a responsavel ou o Comité de Etica em
Pesquisa (COMEP/UNICENTRO), através das informacdes, enderegos e telefones contidos

abaixo.
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DADOS DO PARECER DE APROVACAO
Emitido Pelo Comité de Etica em Pesquisa, COMEP-UNICENTRO

Numero do parecer: 6.058.983
Data da relatoria: 15/05/2023
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Anexo B: Termo de consentimento assinado pelos participantes da analise sensorial.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu,
devidamente esclarecido(a) e concordo em participar VOLUNTARIAMENTE do projeto de

, declaro que fui

pesquisa, conforme descrito.

Eu, Gabriela Dalberto, pesquisadora responsavel, declaro que forneci todas as informacoes

referentes ao projeto de pesquisa acima descrito

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel

Guarapuava, 14/09/2023
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Anexo C: Ficha utilizada nos testes de aceitacdo da anélise sensorial.

Idade: Sexo: Feminino ( ) Masculino () Data:_/ [/
Vocé estd recebendo amostras de cerveja pilsen puro malte. Avalie as amostras que vocé
recebeu com relagdo aos atributos a seguir, sendo escore “1” para “péssimo” e “5” para

“excelente”;

Amostra (Codigo)

ATRIBUTOS
NOTA NOTA NOTA

Aparéncia

Aroma

Sabor

Comentarios:

Avalie cada uma das amostras codificadas e use a escala abaixo para indicar com qual

frequéncia vocé consumiria cada uma das amostras.

NOTA

Consumiria sempre

AMOSTRA NOTA

Consumiria muito frequentemente
Consumiria frequentemente
Consumiria ocasionalmente
Consumiria raramente

Consumiria muito raramente

R N W bk~ 01

Nunca consumiria
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Em comparagdo com a cerveja que vocé costuma consumir, avalie cada uma das amostras
codificadas. Use a escala abaixo para indicar se as amostras tém qualidade similar, inferior ou

superior a da cerveja que vocé normalmente consome.

NOTA
AMOSTRA NOTA

5 Qualidade muito superior

Qualidade superior

4
3 Qualidade similar
2  Qualidade inferior
1

Qualidade muito inferior

Entre as amostras que vocé provou, qual a mais parecida e a menos parecida com uma

cerveja tradicional?

Amostra Amostra Amostra

(mais parecida) (menos parecida)



