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EFEITO DAAPLICACAO DE NJTROGENIO PROTEICO E DO
pH NA PRODUCAO DE CERVEJA
Effect of the application of protein nitrogen and pH in the beer

production

Resumo:

O desenvolvimento deste trabalho objetivou verificar o efeito da
adicdo de extrato de levedura e do pH na fermentacdo alcéolica de
cerveja Pilsen, tipo Lager, utilizando um planejamento fatorial 22 com
ponto central. Conforme resultados encontrados, o pH influenciou
positivamente o consumo de substrato, a producdo de etanol e a
produtividade. Para o fator de conversdo YP/S, o pH teve efeito
contrario, provocando um decréscimo significativo. A adicdo de
extrato de levedura apresentou comportamento oposto ao apresentado
pela variacdo do pH. Os tratamentos que obtiveram maiores valores,
em média, para o consumo de substrato (68,76g/L), a producdo de
etanol (38,54g/L) e, consequentemente a produtividade (0,1605g/L.h),
foram T4 e TC, que ndo diferiram estatisticamente (p<0,05). O
tratamento T1 apresentou o maior valor para YP/S, (0,594g/g),
contudo, obteve a menor produtividade (0,155g/g). Neste contexto,
sugere-se estudos complementares, avaliando intervalos de pH mais
amplo, visando a otimizagdo do processo.

Abstract:

The objective of this work was to verify the effect of the addition of
yeast extract and pH on the alcoholic fermentation of Pilsen beer, type
Lager, using a factorial design 22 with a central point. According to the
results, pH positively influenced substrate consumption, ethanol
production and productivity. For the YP/S conversion factor, the pH
had the opposite effect, causing a significant decrease. The addition of
yeast extract presented the opposite behavior to that presented by pH
variation. The treatments that obtained the highest values for the
substrate consumption (68.76g/L), the ethanol production (38.549/L)
and, consequently, the productivity (0.1605g/L.h) were T4 and CT,
which did not differ statistically (p<0.05). Treatment T1 had the
highest value for YP/S, (0.594g/g), however, it obtained the lowest
productivity (0.155g/g). In this context, complementary studies are
suggested, evaluating wider pH ranges, aiming the optimization of the
process.
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INTRODUCAO

A producdo de bebidas alcodlicas fermentadas constitui
uma das atividades mais remotas realizadas pelo homem,
bem como a producdo de cerveja. Sendo uma atividade
milenar, existem relatos de produgdo de cerveja na regido
da Mesopotamia e a literatura sugere que tal processo foi
introduzido nos habitos alimentares, em vdérias
civilizagdes, ha mais de 7000 anos (ESTEVINHO, 2015;
FREITAS, 2015).

Apesar do consumo da cerveja estar relacionado aos
habitos de consumo alimentar ha séculos, apenas nos
Gltimos 150 anos sua producdo e consumo tornaram-se
expressivos entre as bebidas alcoolicas admitidas na
sociedade industrial moderna, encontrando-se, atualmente,
globalizados. A participacdo do Brasil nesse mercado tem
chamado a atencdo de grandes empresas que atuam no
setor, pois, de fato, a producdo na China e no Brasil
assumiram proporg¢des surpreendentes nas Gltimas duas
décadas (FREITAS, 2015).

O Brasil produziu 14 bilhGes de litros de cerveja em 2014,
mantendo-se no terceiro lugar do ranking mundial, atras
apenas da China e Estados Unidos, segundo dados da
Kirin Beer University. A producdo nacional cresceu a uma
taxa média de 5% ao ano, nos Gltimos dez anos.

Segundo a Associacdo Brasileira da Indistria da Cerveja
(CEVBRASIL, 2015), esse segmento industrial representa
1,6% do PIB, produzindo 14,1 bilhGes de litros ao ano, e
responsavel por uma taxa de ocupacdo que atinge 2,2
milhdes de empregos diretos e indiretos, chegando a uma
massa salarial de, aproximadamente, R$ 27 bilhGes. A
demanda pela cerveja vem crescendo no pais, 0 que
sinaliza a possibilidade de maior participacdo do produto
no cenario econbmico.

Com base no histérico de consumo e o constante
crescimento do mercado cervejeiro, 0 estagio tecnoldgico
dessa indistria é considerado maduro e as principais
fontes de melhoria estdo relacionadas a temas como
diminui¢do do consumo de dgua e de energia e reducdo
das emissbes de CO2 e de residuos (CERVIERI JUNIOR,
2014).

Visto a grande importancia do setor cervejeiro, estudos
avancados relacionados a fermentacdo e seu rendimento
tem sido cada vez mais analisado por centros de pesquisa
especializados em bebidas. O uso do método de avaliagdo
cinética de um processo fermentativo tem sido uma
ferramenta bastante disseminada. Essa técnica tem como
objetivo determinar a taxa de formagdo de produto (P),
consumo de substrato (S) e crescimento celular (X), bem
como verificar o efeito de fatores extrinsecos nessas taxas,
que sdo determinantes para a avaliacdo de um processo
fermentativo (VIEGAS, 2003; LIMA; MARCONDES,
2002).

O desenvolvimento deste trabalho teve como objetivo
verificar o efeito da adicdo de nitrogénio proteico e da
variagdo do pH na fermentagdo alcéolica da cerveja tipo
Lager. Como objetivos especificos: avaliar o
comportamento fermentativo em termos de crescimento

celular, consumo do substrato e evolugdo do produto
(etanol).

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Centro Tecnol6gico
Instituto de Laticinios do Agreste (CT — Laticinios/ILA) e
no Laboratério de Ensino de Quimica, na Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de
Garanhuns (UFRPE/UAG).

Planejamento experimental

Para avaliar o efeito do nitrogénio proteico (0 a 3,33 g/L)
e do pH (4,0 a 5,0) na fermentagdo, foi realizado um
experimento fatorial completo 22 com ponto central,
levando em consideragdo os fatores de controle e os niveis
dos fatores conforme mostra a Tabela 1. Os tratamentos do
planejamento foram avaliados e comparados por meio do
teste de Tukey ao nivel de 5% no Software Statistica®
versdo 10.0.

A matriz de planejamento é apresentada na Tabela 1, nesta
podem ser vistas as condicdes para cada ensaio,
totalizando cinco experimentos e um controle.

Tabela 1. Matriz de planejamento contendo os ensaios, 0s niveis
dos fatores e as condi¢bes da fermentacéo.

Fatores Condicdes da
Ensaio pH fermentagéo
Ext.delev.(1) 5 (Ext. de Lev./ pH)

T1 + - (3,33g/L) /4,0
T2 - - (1,67g/L) /4,0
T3 + + (3,33g/L) /5,0
T4 - + (1,67g/L) /5,0
T5 0 0 (2,50g/L) /4,5
TC Controle (0,00g/L) /4,5

Sendo os niveis dos fatores: Ext. de Lev: -1 =1,67g/L; 0=2,5¢/L;
+1=3,33¢/L; pH: -1=4; 0=4,5; +1=5,0.

Andlises

As anélises experimentais realizadas foram alcool em
volume (OURA, 1977), a partir de dados de densidade das
amostras centrifugadas (4500 rpm/5min), com auxilio de
um picnémetro (10 mL); consumo de substrato, avaliado
mediante a determinacdo dos sélidos sollveis totais
(°Brix) por refratdbmetro portétil (IAL, 2008) e contagem
de células (LEE; ROBINSON; WANG, 1981), por meio da
contagem de plaquetas em Cémara de Neubauer. A
producdo de etanol foi avaliada através da determinacao
dos seguintes fatores: produto, fator de conversdo YP/S e
produtividade (AQUARONE et al, 2001). Todas as
analises foram realizadas em triplicata e as equagdes
utilizadas podem ser visualizadas no Quadro 1.

Quadro 1. indices Fermentativos.

indice Equacao

Alcool (°GL) = (Di — Dx) * 125
(Células/mL) = (NE/10
mL)XFDx25
C (g/L) = So-S

Alcool em Volume
Contagem de Células

Consumo de Substrato
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Produto (Etanol) P (g/L) = [Etanol (°GL).7,895]
Fator de Conversao Ypss Yris = P/(So-S)

Produtividade Pd =P/t

Sendo: Di = densidade relativa no momento em que se iniciou a
fermentagdo; Dx = densidade relativa no momento em que se
deseja obter o teor alcodlico. SO = sélidos soldveis totais inicial;
S = sélidos soluveis totais final; NE = Numero médio de células
da contagem; FD = Fator de Diluic¢do; t = tempo.

Processamento da cerveja

O tipo de cerveja elaborada para este experimento foi a
puro malte segundo metodologia descrita por
SCHIMIDELL et al. (2001), SIQUEIRA (2007) e
VENTURINI FILHO (2010). A quantidade de malte, de
lipulo e de sacarose, além das rampas de temperatura,
foram estimadas pelo Software cervejeiro BeerSmith®
versdo 2.2. O fluxograma de processamento da cerveja é
ilustrado pela Figura 1.

Mosturacdo . _
Moagem do malte — — Filtracdo
(Teste de Iodo)
v
Ebuli¢ao do Mosto . 1° Clarificacao (Remocio
(Adigdo do Litpulo) ——>| Resfriamento (30°C) |——> do Trub)
v/
2 Fermentaca ° 2° Clarificacdo
I* Fermentacdo (12°C/10 - Envase (Engarrafamento)
dias) (5°C/7 dias)
22 Fermentacéo : Pasteurizagdo : Maturacéo (temperatura
arbonatacao 65°C/20min ambiente/7 dias
Carb ( ) biente/7 di

Figura 1. Fluxograma de processamento da cerveja.

Inicialmente, foi realizada a moagem de 5,2 kg de malte
Pilsen (Agraria®). Em seguida, deu-se inicio a etapa de
mosturacdo, onde foi feito o aquecimento de 12,5 L de
adgua potdvel até a temperatura de 70,6°C em um
recipiente (30,0 L), onde o malte previamente moido foi
introduzido e submetido a duas rampas de temperatura. Na
primeira rampa (64°C/1 h) o malte permaneceu em meio
aquoso. Apds esse periodo, foi realizado o teste de iodo
para verificar se todo o amido foi convertido em agucar.
Confirmando o fim da etapa de conversdo do amido em
acucares fermentesciveis, deu-se prosseguimento para a
segunda rampa (70°C/10 min) para inativagdo das
enzimas.

O mosto foi, em seguida, filtrado e as proprias cascas do
malte empregadas como leito filtrante, o residuo solido
final submetido a lavagem (Fly sparge) com &gua potéavel
a 90°C, para o lixiviamento do agucar residual. Apds essa
etapa, deu-se inicio a ebulicdo (fervura) do mosto por 1
hora, onde o se fez a adicdo do ldpulo e o mosto foi
esterilizado. Ap6s a ebulicdo, o volume final do mosto foi
de 18,0 L, resfriou-se até a temperatura de 30°C e
transferiu-se para um recipiente previamente sanitizado

com cloro (200 ppm) e alcool 70° GL. A transferéncia
consistiu na primeira clarificacdo visando remover o0s
compostos mais pesados, como proteinas e residuos de
grédo depositados no fundo da panela (Trub).

Finalmente, o mosto ficou pronto para receber o fermento,
sendo adicionados 2 pacotes (2x11,5g) de levedura S.
cerevisiae da Fermentis® (Saflager S-23) de baixa
fermentagdo. Ap6és a inoculagdo e  posterior
homogeneizacdo, foi realizada a divisdo do mosto padrdo
em 6 fermentadores. Cada fermentador recebeu 3,0 L de
mosto padronizado e, posteriormente, foram adicionadas
as respectivas quantidades de extrato de levedura
(nitrogénio proteico) e acido fosforico para correcdo do
pH de acordo com o planejamento experimental. Os
sistemas foram conduzidos a 12 fermentacdo em estufa
BOD (12°C/10 dias).

Para fermentacdo, foram empregados baldes de
Polipropileno (PP) como dornas de fermentacdo, com
capacidade total de 3,6 L, de modo que sé foram
utilizados 3,0 L do volume total para que fosse deixado o
espaco de cabeca (head space).

Com o fim da 12 fermentacdo (10° dia), deu-se inicio a 28
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clarificacdo a baixa temperatura (5°C/7 dias). Em seguida
a cerveja foi acondicionada em garrafas de vidro. Antes do
arrolhamento das garrafas, foi adicionada solucdo de
sacarose (1% v/v) como substrato para 22 fermentacdo na
garrafa e consequente producdo do CO2. Por fim, foi
realizado o arrolhamento das garrafas, para garantir o
aprisionamento do gas, e a 22 fermentacdo (carbonatacéo)
ocorreu por 7 dias a temperatura ambiente. Finalizada a
etapa de carbonatacdo, a cerveja foi pasteurizada (65°C/20

min) em banho-maria e deixada em um local seco e
arejado para sua maturacdo (estabilizacdo  dos
componentes) por 7 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de substrato e producdo de etanol para os
diferentes tratamentos podem ser visualizados na Figura 2.

150 45 1
d 130 + —~ 35 T+ 1 | - -
0120 1+ léﬂ 30 + ®
g0+ % o5 1 2
=100t X S 20 4
z 1 X = 1 p 4
= 90 b 4 3 15
2 0l 58-¢888 L]AX
60 +—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+ ottt
0 48 96 144 192 240 0 48 96 144 192 240
Tempo (h)

T1 T2 T3

T4 % T5 TC

Figura 1. Curvas de consumo de substrato e producédo de etanol.

Todos os tratamentos do experimento iniciaram a
fermentagdo com 137,81 g/L de substrato e 0 °GL. Com
relacdo ao consumo de substrato (Figura 2), é possivel
observar que os tratamentos TC e T3 apresentaram um
decaimento mais expressivo nas primeiras 48 horas de
fermentacdo, atingindo um consumo de 57,87 g/L e 52,48
g/L, respectivamente. Outro fator a ser evidenciado é que
houve a estabilizacdo do consumo de substrato para todos
0s tratamentos em torno de 168 horas de fermentagéo.

Com relacdo ao perfil da producdo de etanol para os seis
tratamentos estudados, também ilustrado na Figura 2,

nota-se que o tratamento TC apresentou um teor mais
elevado de alcool, em g/L, até 120 horas de fermentacdo, a
partir de entdo a producdo de etanol entre os tratamentos
foi semelhante.

O comportamento das curvas (Figura 2) é mais bem
avaliado mediante um teste de média dos valores finais da
fermentacdo para consumo de substrato e producdo de
etanol (Tabela 3). Foi obtido também o fator de conversao
YP/S, que por sua vez representa a relacdo entre a
quantidade necessaria de substrato para producdo de
alcool (m/m).

Tabela 2. Valores do Consumo de Substrato, Etanol, YP/S e Produtividade ao final da fermentagéo.

Condicdes de fermentacao

Ensaio Consumo de Substrato Etanol Yeris Produtividade

Ext. de Lev. (g/L) bH L) (@/L) (g/9) (@/L.h)
T 333 4,0 62,76° 37,26 0,5942 0,155¢
T2 1,67 4,0 66,85 37,71° 0,564¢ 0,157¢
T3 3,33 5,0 66,88" 38,170 0,571° 0,159°
T4 1,67 5,0 68,59° 38,518 0,559 0,160°
T 2,50 45 66,84° 37,66° 0,563 0,157¢
TC 0,00 45 68,932 38,572 0,559¢d 0,1612

Letras diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Com relagdo ao consumo de substrato, o tratamento
controle (TC) e o tratamento T4 ndo diferiram entre si
(p<0,05) e apresentaram o maior consumo, em média,
durante a fermentacdo, 68,74 g/L. Os tratamentos T2, T3
e T5 apresentaram um consumo médio de 66,86 g/L de
substrato, considerando que os tratamentos ndo diferiram
estatisticamente. O tratamento que teve 0 menor consumo
foio T1, 62,76 g/L.

Henschke e Jiranex (1994), em uma revisdo sobre a adi¢do
de fontes de nitrogénio em processos fermentativos,
mostraram que o pH 6timo para o transporte e absorcéo de
compostos nitrogenados esta entre 6,0 e 6,5. Como foi
possivel observar neste trabalho, o maior consumo de
substrato e maior producéo de etanol ocorreu em pH 5,0,
valor mais proximo da faixa citada anteriormente.

Para o etanol, os tratamentos TC e T4 ndo diferiram
estatisticamente  (p<0,05) e apresentaram a maior
producdo, em média 38,54g/L, em relacdo aos demais
tratamentos. Seguidos pelo tratamento T3, com uma
producdo de 38,17 g/L. Os tratamentos T2 e T5 ndo
diferiram estaticamente quanto a producdo de etanol, com
producdo 37,67 g/L. Por fim o tratamento T1 (37,26 g/L)
gue obteve o menor desempenho quanto a producdo final
de etanol.

Estudos como os de Pulzatto (2000) e Ribeiro et al.
(1987), mostraram que a complementacdo do mosto com
fontes de nitrogénio é benéfica para a producéo de etanol.
Entretanto, o0 presente estudo apresentou um
comportamento diferente, visto que o0 aumento da
concentragédo de extrato de levedura ndo favoreceu a

producdo alcdolica. Isto pode ser justificado devido a
faixa de pH utilizada neste trabalho, que diferiu da
encontrada por Henschke e Jiranex (1994), tida como a
mais adequada para absor¢do dos compostos nitrogenados.
A relacdo existente entre a producdo de etanol na
fermentacdo alcodlica, a partir do consumo de substrato, é
representada pelo fator de conversdo YP/S. De acordo
com a Tabela 3, o tratamento T1 apresentou a maior média
para o fator YP/S, 0,594 g/g, seguido pelo tratamento T3
(0,571 g/g), conforme teste de Tukey a 95% de confianca.
Os demais tratamentos apresentaram os menores valores
para YP/S, sendo que T2, (0,564 g/g), T5 (0,563 g/L) e TC
(0,559 g/g) ndo apresentaram diferencas significativas
(p<0,05), entretanto T4 (0,563 g/L) diferiu de T2, todavia
ndo diferiu de T5e TC.

A partir da Figura 3.a, que ilustra o efeito dos fatores
sobre o fator de conversdo YP/S, podemos observar que a
aplicacdo de extrato de levedura (1) influencia
positivamente o fator de conversdo, ou seja, quanto maior
a concentracao de extrato de levedura maior sera o fator
de conversdo. O pH (2) também influencia neste fator,
mas de forma negativa, de modo que o aumento deste
acarreta numa diminui¢do do fator de converséo (YP/S).
Outra afirmacdo que pode ser realizada com base na
Figura 3.a é que, embora todos os efeitos tenham sido
significativos, o extrato de levedura é o fator que detém a
maior influéncia, em mddulo. Os efeitos de primeira e
segunda ordem entre o extrato de levedura e o pH podem
ser melhor visualizados na Figura 3. b.

0,557 0,569
a) 1 b) [} £
(1)Ext. de Lev. 18,951
(2)pH -12,943 z
1by2 -8,066
0,562 0,592
-1 i
p=0,05 -1 1

Ext. de Lev.

Figura 2. Gréfico de Pareto (a) e representacédo geométrica (b) do fator de conversao Yepys.

Conforme a Figura 3. b, quando estamos no nivel baixo (-)
do extrato de levedura, a passagem do nivel (-) para o (+)
do pH acarreta numa diminuigdo do fator YP/S, 0 mesmo
ocorre quando estamos no nivel alto (+) do extrato de
levedura. Tais afirmac@es justificam o sinal negativo do
pH na Figura 3. a. J& quando se prossegue do (-) para o
(+) do extrato de levedura, qualquer que seja o nivel do
pH (- ou +), nota-se um aumento no fator YP/S, o que
justifica o sinal positivo do extrato de levedura na Figura
3. a

Em concordancia com a Figura 3, Pulzatto (2000) também
constatou que a conversao de substrato é mais elevada em
meios com maiores teores de extrato de levedura.

Jeronimo (2004) corroborou em sua pesquisa que a
conversdo de aglcares mostrou-se ser maior naqueles
tratamentos com fonte nitrogenada proteica.

Com relacdo a produtividade, é possivel observar na
Tabela 2 que os tratamentos TC e T4 ndo diferiram
estatisticamente e apresentaram o0s maiores valores para
produtividade, 0,161 e 0,160 g/L.h, tratamentos com
nenhuma ou pouca concentracdo de extrato de levedura,
respectivamente. O tratamento T3 teve a segunda maior
média, 0,159 g/L.h, seguido dos tratamentos T2 e T5, os
quais ndo apresentaram diferencas estatisticas e
apresentaram uma produtividade média de 0,157 g/L.h. Ja
0 tratamento T1 apresentou a menor produtividade (0,155
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g/L.h). Este comportamento ja era esperando devido ao
baixo valor produzido de etanol em fungdo do menor
consumo de substrato, como foi visto anteriormente.
Pereira et al. (2015) verificou o efeito da adi¢do de fontes
de nitrogénio na fermentacdo alcodlica para producdo de
cachaga. Eles constataram que a concentragdo de 5 g/L de
sulfato de aménio, fonte nitrogenada utilizada, apresentou
uma maior produtividade, diferindo do resultado
encontrado neste estudo, uma vez que as maiores
concentracOes de extrato de levedura ndo provocaram um
aumento na produtividade. Isto pode ser justificado com
base no pH inicial do mosto utilizado por estes autores,
que foi de 5,4, superior ao intervalo de pH estudado no
presente trabalho.

CONCLUSAO

O pH influenciou positivamente o consumo de substrato, a
producdo de etanol e a produtividade, ou seja, para essas
variaveis, quanto maior o pH melhor. Com relacdo ao
fator de conversdo YP/S, o pH teve um efeito oposto, de
modo que O Seu aumento provocou um decréscimo
significativo do fator em questdo. Ja o extrato de levedura
apresentou um comportamento exatamente oposto ao pH.
Os tratamentos que obtiveram os maiores valores para o
consumo de substrato, producdo de etanol e,
consequentemente produtividade, foram T4 e TC, que néo
diferiram estatisticamente. O tratamento T1 apresentou o
maior fator de conversdo YP/S, 0,594 g/g, embora tenha
apresentado a menor produtividade.

Diante do exposto, sugere-se estudos futuros com pH até
6,0, a fim de verificar o aumento da absor¢cdo dos
compostos nitrogenados advindos do extrato de levedura
na producdo de cerveja e, desta forma, tentar otimizar o
processo.
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