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Cervejas sdo bebidas fermentadas que tém estado presente na humanidade por
milhares de anos. O mercado cervejeiro atual abrange um nimero cada vez maior de
consumidores €, em meio a um cendrio de crise, aposta em produtos de alta qualidade
para se manter em alta: as cervejas artesanais. Embora o processo de producéo seja bem
definido, uma ampla gama de estudos tem sido realizada a fim de aumentar a qualidade
final do produto. A fermentacéo, etapa na qual a levedura fermenta o mosto, gerando os
compostos organolepticos da cerveja, € a mais importante do processo. Sabe-se que
algumas variaveis desta etapa influenciam a formacdo dos metabolitos. Porém, ndo ha
muitas informacdes na literatura sobre como isso ocorre, com que intensidade, nem
sobre o efeito de sinergia entre as variaveis. A importancia de utilizar a biodiversidade
da microbiota brasileira para a produgdo de produtos biotecnologicos também vem
sendo discutida. Valorizar o produto nacional e diminuir os custos de importacdo sdo
grandes vantagens apresentadas. Por tudo isso, neste trabalho uma cepa de levedura
extraida da casaca da jabuticaba foi utilizada. O microrganismo foi identificado e seu
potencial fermentativo foi avaliado. Durante a fermentacdo para producdo de cerveja
artesanal, foi estudado como algumas variaveis do processo influenciam a producéo de
volateis. Um planejamento fatorial foi proposto e uma modelagem empirica foi
desenvolvida, tornando possivel o controle da fermentacdo e uma melhor qualidade da
cerveja artesanal obtida.
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Beers are fermented beverages that have been present in mankind for thousands
of years. The brewing market has increased continuously and, in the midst of a crisis
scenario, has bet on high quality products to keep up, such as craft beers. Despite the
well-defined production process, many studies have been carried out in order to enhance
the final quality of the product. Fermentation is the most important step in the beer
production process. At this stage, the yeast feeds on sugar of the beer wort, generating
the organoleptic compounds of beer as by-products. It is known that some operation
parameters of this stage affect the production of volatile products, but there is not much
information on how this occurs, how intense the process is and what sinergetic effects
exist among the variables. The importance of using the diversity of the Brazilian
microbiota for the production of biotechnological products has also been discussed.
Valuing the national product and reducing import costs are some of the advantages of
using national products. In this study, a strain of yeast extracted from jabuticaba was
applied for production of beer. The microorganism was identified and its fermentative
potential was evaluated. During the fermentation step for craft beer production, the
influence of some variables on the generation of volatile products was studied. A
factorial plan was proposed and an empirical modeling was developed, enabling the
control of the fermentation and the manufacture of craft beer of better quality.

viii



SUMARIO

(O [N 205161070 TP 1
1.1 OBIETIVO ..ottt et 2
1.1.1. Objetivos €SPECITICOS ....oviriiiiieieiiie et 2
1.2. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO ..ot en s 3
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA......cooooieeeeeeeteeeeeesstes e isnes s 4
2.1. ACERVEJA ARTESANAL ..ottt 4
2.2. AFERMENTAGAO ALCOOLICA .....ovvveiveeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseeesee e 6
2.2.1. Processo em batelada (deSCONtiNUO) ........cvevveiiiiiiiecie e 7
2.2.2. Variaveis que influenciam na fermentacao ...........cccccccvvveieeiiiie e 8
2.2.2.1. TEMPEIATUIA ..oovvveeiiie ettt et e et e et e et e e srbe e s ssb e e e nnb e e e sneeenneeeans 9
3 | = DO 10
2.2.2.3. FONte de CarbONO .......coiiiiiiiicies e 11
2.2.3. ATBVEAUIA ... bbbt e bbb 12
2.3. METABOLITOS VOLATEIS .....ovviriiieieieenseeesssssessssessssssssssssssssssenns 14
2.4. METODOS ANALITICOS PARA ANALISE DE METABOLITOS............ 19
2.4.1. Cromatografia GaSOSA........ccuerveruirieriirieriietiesieie ettt sttt bbb 19
2.4.2. Extracéo liquido-liquido com Salting OUL .........ccccceviiiriiiniceee e 23
2.5. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS.....23
2.5.1. Planejamento Fatorial............cccooieiiiiiiicic e 24
2.5.2. TESLES ESLALISTICOS ....c.veueeiitiieiiiictes e 25
2.5.2.1. DistribuiGa0 t de STUAENL..........coiiiiiieie s 25
2.5.2.2. DistribuiGao de FISher ..o 27
2.5.3. Modelagem EMPITICA.......cccocvviiiiii e 28
2.5.4. Modelagem € MiICIOCINELICA. .......ccveveeiiieieieie e 29
2.6. COMENTARIOS FINAIS.....ooieiieetieeereeesiesesseresessesaeses s senss s 31
3. MATERIAIS E METODOS........oooiiieieeeseeseeeieses s sesssss s ssssnen s, 32



3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ......cooiiiiiiiiee e 32

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ..o 33
K Y T o {0 T 1o 511 T I OSSPSR 33
3.2.2. Preparo e padronizagdo do iNOCUIO .........ccooeiieieiieiec e 34
3.2.3. MEI0 de TEIMENTAGAD ........cueeueeeiieiteiee et 35
3.2.4. FOIMENTAGDOES. .. . ettt ettt bbbt e bbb 37
I \Y/ [=To [ Tor- Tol o oo 2= U N o] £ D =1 ) ISR 39
3.2.6. Viabilidade CelUlar ... 40
3.3 ANALLISES ..ottt 42
3.3 GCIMS ettt 42
31312, B et 42
3.3.3. Extracao Liquido-Liquido com salting-0Ut............cccceevveiieriiiieieeie e 43
3.3.4. Curvas de calibracéo para cada componente volatil ...............ccccoevvieiieiecen, 44
4. RESULTADOS E DISCUSSOES .......coiviieiieeeeeeteeeseeeeseeseses st 45
4.1. AVALIACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DA LEVEDURA ......45
4.2. CARACTERIZACAO DA LEVEDURA COMO ALE OU LAGER.............. 46
4.3. VIABILIDADE CELULAR ... 47
4.4. ENSAIOS FERMENTATIVOS ... ..o 47

4.4.1. Avaliacdo do perfil de concentracdo dos metabolitos volateis durante a

Termentagdo AlCOOTICA. ..........oivi it 50
4.4.2. Avaliagéo da estabilizagdo dos metabdlitos ao fim da maturagao ..................... 60
4.5. ANALISES ESTATISTICAS. ...t 62
4.5.1. Analises das matrizes de COrrelagan.........coevievueiieiieie s 69
4.5.2. Analises das direcdes principais do processo: PCA.........cccccvcveieevesviese e, 75
4.5.3. Modelagem empirica das variaveis do ProCESSO.........cvveveerreeieireeriesiesieesee e, 77
5. CONCLUSOES E SUGESTOES.....cc.otviviriiirisieisssisssssssssssssssssssenns 92
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ooiieeeeeeesseeeeee et 95



APENDICE A

APENDICE B

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema do processo cervejeiro (Adaptado de: TRINDADE, 2014)............... 6
Figura 2. Esquema da fermentagdo alcoolica de leveduras utilizando a gliclise como
FOtA MELADONICA. ....viiviieieie bbb 7
Figura 3. Super-rota metabolica para formacéo dos produtos da fermentacdo a partir da
0lICOSE (DIAS, 2001). . uiiiiieiie ittt s be e e e sa e reas 16
Figura 4. Rota metabdlica para a formacao de alcoois superiores, como 2-metil-1-
butanol (HAZELWOOD et al., 2008). .......ccoveiiiiiieiie e 17
Figura 5. Rota de Ehrlich para a formagéo do Alcool fenetilico ou 2-feniletanol
(ETSCHMANN et al., 2003). ....ccueiueieiirienieiisiesieese et 18

Figura 6. Rota metabdlica para formacao de ésteres de acetato (PIRES et al., 2014)... 19
Figura 7. Esquema de um cromatdgrafo gasoso (Adaptado de: QUIMICA

INSTRUMENTAL, 2017)..citiiiieiieiie sttt st 20
Figura 8. Esquema de um detector por ionizacao de chama (FID) (Adaptado de:
CHROMATOGRAPHY ONLINE, 2017)...cctiiiiaieieieniesie et 21
Figura 9. Esquema do Espectrdmetro de massa que é acoplado ao GC (Adaptado de:
WOO € THET, 2015). .vioiiieiie ettt e s stesaesneereas 22
Figura 10. Fervura do mosto cervejeiro em panela de ago iN0X.........ccccvevvevverenencreennn. 36
Figura 11. Ensaio de fermentacéo visto pelo interior do incubador. ............cccccoceveneenne. 38
Figura 12. Incubador rotativo com controle de temperatura durante o ensaio de
FErMENtaCa0 @ 23 OC.......ecie et e e 38
Figura 13. Fotografia da etapa de maturacdo pds-fermentacao conduzida na geladeira
acoplada a um controlador de teMPEratura. ..........ccccovvevveeiieeiee i 39
Figura 14. Refratdmetro portétil e escala de medicdo para leitura do grau brix utilizado
NOS EXPEIIMENTOS. ...ttt et bttt ettt ettt b e bt st e e b e e e bbb ans 40

Figura 15. Fotografia de células com 100% de viabilidade, no inicio da fermentag&o,
visualizadas em um microscopio eletronico com o aumento de 400 vezes (Ensaio do
PONTO CENLIALY. ...ttt 41
Figura 16. Fotografia de células mortas identificadas com o método colorimétrico com
azul de metileno, visualizadas em um microscépio eletrénico com o aumento de 400

VEZES, aPOS UM MES U BNSAID. ....veeveevieieerieitiesteesie e steeste et e sreeste e e reesreeaesneesreeresnee e 41
Figura 17. Formulas estruturais dos compostos identificados no cromatégrafo gasoso
acoplado ao eSPeCtrOMELIO U8 MASSA. .......c.ecveireeiieeie i esie et 46

Figura 18. Perfis de concentracdo do etanol nas diferentes condic¢des de fermentacao
(FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5; F04, T=15°C

e °Br=15 e F05, T=15°C € OBI=10)......ccceerurrrrrrrrerrreiesieerieeeesnesieseessaessesseesseessesneesseees 51
Figura 19. Rotas metabdlicas e genes utilizados para regulacéo celular, utilizando fontes
de carbono ndo fermentesciveis (TURCOTTE et al., 2009). ........ccccovevveivieececieceene, 52

Figura 20. Concentracdes do acetaldeido ao longo dos ensaios de fermentacdo em
diferentes condigGes (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e
°Br=12,5; FO4, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C € °Br=10). .....c..ccovverrrrrrrrrrreriesrrennn. 53

xii



Figura 21. Perfis de concentracdo para o alcool fenetilico (FEA) nas diferentes
condicdes de fermentacdo realizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10;
FO03, T=19°C e °Br=12,5; F04, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).................. 54
Figura 22. Concentracdo do 2-metil-1-butanol (2m1b) ao longo das fermentac6es nas
diferentes condicdes experimentais utilizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e
°Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5; F04, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).... 56
Figura 23. Perfil de concentracédo do triptofol nas diferentes condicGes de fermentacéo
realizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5;
FO4, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C € °Br=10). .....ccccsrurrrrrrrerierrireneereenienie e seeseeanis 57
Figura 24. Valores de concentracdo para o acetato de isopentila (Al) ao longo dos
ensaios de fermentacdo em apenas trés (FO1, T=23°C e °Br=15; F03, T=19°C e °Br=12,5
e F04, T=15°C) das cinco diferentes condi¢des utilizadas. ..............cceoeverinencicnennnnn 59
Figura 25. Sobreposicéo dos intervalos de confianga para a média amostral da
concentracdo do etanol nas cinco condigdes de fermentacao, obtidos pelo teste t de

R0 L0 [ | USSR 63
Figura 26. Sobreposicao dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de 2m1b nas cinco condicGes de fermentacéo, obtidos pelo teste t de

3T (00 (<] | SO PR PTURRTROPPRPON 64
Figura 27. Sobreposicao dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de acetaldeido nas cinco condic¢des de fermentacdo, obtidos pelo teste t de
R0 L0 (< | SRS R TRORRRN 65
Figura 28. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracéo de triptofol nas cinco condicGes de fermentacéo, obtidos pelo teste t de

R3] (0o 1] o OSSP PP 65
Figura 29. Sobreposicao dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de alcool fenetilico (FEA) nas cinco condi¢fes de fermentacdo, obtidos
PEIO tESLE T dE STUABNL. ..ot 66
Figura 30. Sobreposicéo dos intervalos de confianga para a média amostral da
concentracdo de acetato de isopentila (Al) nas cinco condigdes de fermentagéo, obtidos

PEIO tESTE T A8 STUABNT. ... 66
Figura 31. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracdo de etanol em todas
as condigOes de TErMENTAGAD. ........ccuviriirierieriere e 67
Figura 32. Teste F de Fisher aplicado as variancias da concentracdo de 2-metil-1-
butanol em todas as condi¢des de fermentacao. ...........ccevveveiiieieeie e 68
Figura 33. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracdo de acetaldeido em
todas as condigdes de FerMeNntaCaO. .......cveveririieie e 68
Figura 34. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracao de triptofol em
todas as condigOes de FErMENTAGHD. .........oouerveriiirieeeee e 68
Figura 35. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracdo de alcool fenetilico
em todas as condicdes de fEermentacao. ........ccocvereeieeieere e 69
Figura 36. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracdo de acetato de
Isopentila em todas as condi¢Bes de fermentacao. ..........c.ccevveveeiieiieie e 69
Figura 37. Sobreposicao dos perfis de concentracdo do etanol e do 2m1b para a
CONBIGAD FOL. ..ttt e bbb 71

Xiii



Figura 38. Sobreposicao dos perfis de concentracdo do etanol e do 2mlb para a

(o10] Lo [ o To TN 0 SRS 72
Figura 39. Variacdo dindmica dos coeficientes de correlacdo entre o etanol e 0 2m1b. 73
Figura 40. Valores preditos pelo modelo em funcéo dos valores observados

experimentalmente para a concentragao de etanol. ..........ccccovvveveiie i 80
Figura 41. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o etanol.......... 81
Figura 42. Valores preditos pelo modelo em funcéo dos valores observados

experimentalmente para 0 2MLD.........cccoveiiiiiiiee s 82
Figura 43. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o 2mib. ......... 83
Figura 44. Valores preditos pelo modelo em funcéo dos valores observados

experimentalmente para 0 acetaldeido. ........c.ccoveveiieii e 84

Figura 45. Distribuicdo dos residuos quanto a distribui¢cdo normal para o acetaldeido. 85
Figura 46. Valores preditos pelo modelo em funcéo dos valores observados
experimentalmente para 0 triptofol.........cccooiiiiiiii e 86
Figura 47. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o triptofol. ..... 87
Figura 48. Valores preditos pelo modelo em funcéo dos valores observados

experimentalmente para 0 alcool fenetiliCo. ........cccccevvevieie i, 88
Figura 49. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o alcool
FENELITICO. oottt ere s 89
Figura 50. Valores preditos pelo modelo em fungéo dos valores observados
experimentalmente para 0 acetato de iSOpentila. ...........ccoevevieiein i 90
Figura 51. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o acetato de
0] o =101 1] - T TP RUPORPPPTP PRSPPI 91

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Limites de deteccdo sensoriais para 0s metabdlitos volateis estudados no

presente trabalno (ASBC, 2015)......ccccciiieiieii et 15
Tabela 2. Variaveis independentes do processo e respectivos niveis experimentais. .... 33
Tabela 3. Matriz de planejamento experimental. ..........cccccoeviiiiiiic i, 33
Tabela 4. Condicdes dos métodos cromatograficos utilizados para caracterizar o etanol e
0S demais MetabOlitos VOIALEIS. ......c.cveveieieiecicce e 43
Tabela 5. Valores medidos do °Br ao longo das fermentages............cccceverencrcriennnne 48
Tabela 6. Densidade especifica do Mmosto COrrigida. .........cocovveerereerenerni e 49
Tabela 7. Valores de concentracao final para os metabolitos volateis estudados nas
etapas de fermentacao € MatUIaCAO. ........ccevveiieiieiie e 61
Tabela 8. Valores de correlacéo entre o etanol e 0 2m1b obtidos das matrizes de
correlacdo diarias da condiGao FOL. ........cccooveiieiiiiie e 70
Tabela 9. Valores de correlacdo entre o etanol e 0 2m1b obtidos das matrizes de
correlagdo diarias da condiGA0 FO4. ..o s 71
Tabela 10. Matrizes de correlacdo geral para as condi¢des FO1 e FO2. .........ccccovevnennee. 73
Tabela 11. Matrizes de correlacdo geral para as condi¢des de FO3 e FO4...................... 74
Tabela 12. Matriz de correlacdo geral para a condigdo FO5. ............ccocvviivnencncnennn 74
Tabela 13. Matriz de correlacdes global entre as variaveis. ..........cccccceeveveieececesinenne. 75
Tabela 14. Anélise das direcdes principais para as condi¢fes de fermentacdo FO1 e FO2,
considerando todas as medidas diSPONIVEIS.........c.cccveiieiiciiiie e 76
Tabela 15. Andlise das dire¢des principais para as condi¢des de fermentacdo FO3 a FO5,
considerando todas as medidas diSPONTIVEIS. ........ccvierriieriiieereees s 76

XV



ABRABE
ASBC
ATP

CO:2
GCFID
GCMS
NAD

NADH

NOMENCLATURA

Associacdo Brasileira de Bebidas

American Society of Brewing Chemists

Adenosina trifosfato

Dioxido de carbono

Cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector por ionizacdo de chama
Cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massa
Dinucledtido de nicotinamida e adenina

Dinucledtido de nicotinamida e adenina reduzido

XVi



]

R SRS

LISTA DE SIMBOLOS

Erro aleatorio
Grau de liberdade

Matriz de covariancias dos erros experimentais
Matriz de sensibilidades

Média amostral

Média verdadeira

Numero de réplicas

Parametros do modelo
Probabilidade acumulada
Temperatura

Variancia

Variancia amostral

Variavel normalizada F de Fisher
Variavel normalizada t de Student
Variavel resposta

Vetor de predi¢gdes do modelo

Vetor dos valores experimentais

XVii



1. INTRODUCAO

Ha& mais de 10.000 mil anos, o homem conheceu o processo de fermentacédo
provavelmente de maneira acidental e as primeiras bebidas alcodlicas comecaram a
ser produzidas. Acredita-se que um pedaco de um pdo de centeio estragou e
apresentou um aroma e sabor agradavel, fruto da fermentacdo alcodlica, sendo
posteriormente misturado na agua, gerando a cerveja. Ndo se sabe ao certo a origem
das primeiras cervejas. Porém, acredita-se que a pratica da cervejaria tenha se
originado na regido da Mesopotadmia, onde, como no Egito, a cevada cresce em
estado selvagem (AQUARONE, 1983)(KUNZE e MIETH, 2004).

Desde a antiguidade até os dias atuais, a cerveja é uma das mais importantes
bebidas alcodlicas, ganhando cada vez mais espaco no mercado e abrangendo um
enorme numero de consumidores no Brasil e no mundo. O Brasil produz, em
volume, 8,5 bilhdes de litros anuais, perdendo apenas para a China (27 bilhdes de
litros/ano), Estados Unidos (23,6 bilhdes de litros/ano), Alemanha (10,5 bilhGes de
litros/ano) e Russia (9 bilhGes de litros/ano), sendo o consumo per capita no Brasil o
nono maior do mundo, com uma media de 47,6 litros/ano por habitante
(CERVBRASIL, 2017).

As cervejas industriais sempre tiveram maior destague no mercado. Porém, nos
ultimos anos a cerveja artesanal vem ganhando espaco e estima-se que essas
cervejas especiais, que representam menos de 1% do mercado nacional, cheguem a
representar 2% em uma década (ABRABE, 2014).

As cervejas artesanais séo produzidas principalmente visando a maior qualidade
do produto final, ou seja, cervejas mais encorpadas, feitas com produtos
diferenciados e nobres, tornando-se mais complexas que as tradicionais. A producao
da cerveja passa por diversas etapas, como preparo do mosto, fermentacdo e
maturacdo, que podem variar de acordo com o produto final desejado. A etapa mais
importante do processo é a fermentacdo, um processo biologico pelo qual as
leveduras crescem e se reproduzem através do consumo de aculcares

fermentesciveis. Como resultado desse metabolismo, energia é liberada e ha a



formacéo de etanol, gas carbbnico e outros metabolitos secundarios, que ajudam a

compor o aroma da cerveja (BARTH, 2013).

Dessa forma, a levedura empregada na producdo da cerveja torna-se um fator
importante no processo, jA& que € 0 microrganismo responsavel pela etapa
fundamental (PIRES et al., 2014). As leveduras atualmente empregadas na
fabricacdo da cerveja artesanal sdo geralmente importadas. Assim, varios estudos
para o0 isolamento, cultivo e avaliagbes do potencial fermentativo tém sido
realizados, devido a grande variedade da microbiota nacional, ainda pouco
explorada para esse tipo de aplicacdo (WHITE e ZAINASHEFF, 2010).

Estudos para identificar e quantificar os metabolitos secundarios produzidos por
leveduras isoladas sdo pouco encontrados na literatura, principalmente quando
associados com analises estatisticas e modelos estatisticos para melhor
entendimento das rotas metabdlicas por meio das quais esses compostos Sao
gerados. Andlises microcinéticas de reacOes cataliticas vém sendo empregadas com
sucesso e mostram que 0s erros experimentais seguem padrdes que podem descrever
ndo somente as flutuacBes experimentais, mas também a cinética do processo
(LARENTIS et al., 2003).

1.1. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é avaliar como mudangas nas variaveis do processo
influenciam a formacdo dos metabolitos volateis gerados pela fermentacdo de uma
levedura isolada da jabuticaba. O microrganismo utilizado tambeém é estudado, a fim

de avaliar a sua capacidade fermentativa.

1.1.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos almejados deste trabalho sdo:
e Identificar o tipo da levedura utilizada e avaliar seu potencial

fermentativo para producédo de cervejas artesanais.



e Estudar a influéncia das variaveis do processo de fermentacao,
temperatura e °Brix inicial, sobre formacéo dos metabdlitos volateis
selecionados, através de um planejamento fatorial;

e Desenvolver um modelo empirico para representar 0 processo;

e Obter informacGes sobre a cinética local da formacdo dos metabolitos

gerados.

1.2. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo foi organizada em seis capitulos. O Capitulo 1 apresenta uma
introducdo genérica do processo de fabricacdo de cerveja, citando a motivacdo e
importancia do trabalho, além de destacar os objetivos gerais e especificos do
estudo. O Capitulo 2 apresenta uma fundamentacéo tedrica e um estudo da arte, para
contextualizar o leitor sobre o tema e também destacar alguns dos trabalhos mais
importantes encontrados na literatura e relacionados a fermentacdo de cervejas.
Abordam-se as leveduras isoladas, a formacdo de metabdlitos volateis e os efeitos
sobre como as varidveis do processo afetam a formagdo desses produtos
secundarios. O Capitulo 3 descreve todas as metodologias experimentais, materiais
e equipamentos utilizados na pesquisa. Em seguida, no Capitulo 4, os resultados
obtidos ao longo dos experimentos sdo mostrados e discutidos. As conclus@es, além
de sugestbes para trabalhos posteriores, sdo apresentadas no Capitulo 5. Por fim, o
Capitulo 6 compreende as referéncias bibliograficas consultadas para elaboracao

deste trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo tem a finalidade de apresentar conceitos sobre cerveja artesanal e
respectivas etapas de produgdo. A etapa mais importante, a fermentacdo, é destacada e
0S parametros que mais a influenciam sdo apresentados. A importancia da levedura e
dos metabdlitos volateis do processo também sdo explicados. A medida que os
conceitos tedricos sao expostos, os trabalhos mais relevantes encontrados na literatura

sdo citados.

2.1. ACERVEJA ARTESANAL

A cerveja é uma das bebidas mais antigas e amplamente consumidas pela
humanidade, sendo obtida da fermentacdo alcéolica do mosto cervejeiro pela acdo de
leveduras. A cerveja € uma bebida ndo destilada, carbonatada e que possui em geral
baixo teor alcoolico, entre 3 a 8%. O mosto é composto basicamente de malte de
cevada, agua e lupulo, matérias-primas essenciais para fabricacdo da cerveja, e pela
levedura (SCHMIDELL et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2008).

Em grandes cervejarias, outras matérias amilaceas (milho, arroz, trigo, entre
outras) podem ser utilizadas para complementar o malte com a finalidade de reduzir o
custo de producdo. Entretanto, segundo a legislacdo brasileira, a bebida deve possuir
uma propor¢cdo de malte de cevada de no minimo 45% em peso, sobre 0 mosto
cervejeiro (BRASIL, 2009). Essa adicdo pode modificar o sabor final do produto,
tornando a cerveja mais aguada, fraca, o que pode ndo agradar o paladar do consumidor.

Neste contexto as cervejas artesanais aparecem como uma alternativa. Essas
cervejas, como introduzidas anteriormente, sdo compostas geralmente com o malte de
cevada puro e matérias-primas nobres, 0 que garante caracteristicas individualizadas e
um sabor mais marcante. Essas bebidas sdo produzidas de maneira tradicional, por
pequenas cervejarias e tém ganhado cada vez mais espago no mercado cervejeiro
(GAROFALDO et al., 2015).



O processo da producéo da cerveja artesanal € composto por varias etapas, como
a moagem do malte, a mosturacdo, a fervura, o resfriamento, a fermentacdo, a
maturacdo e 0 envase. A moagem consiste em uma cuidadosa trituracdo dos gréos de
cevada, para liberar 0 amido e proteinas contidos no grdo, sem danificar a casca, que
auxilia na filtracdo (BARTH, 2013). O grdo moido segue para mosturacdo (ou
brassagem), quando o grdo é colocado em agua a uma temperatura elevada o suficiente
para favorecer a agdo das amilases (o-amilase e P-amilase). Essas enzimas agem
convertendo o amido contido no grdo em aclcares de menor massa molar (maltose,
glicose e maltriose). A etapa dura aproximadamente uma hora e forma o mosto para
fermentacdo da cerveja. Os acUcares gerados sdo utilizados pelas leveduras no processo
fermentativo (SIQUEIRA et al., 2008).

A etapa seguinte é a fervura do mosto. O mosto é fervido junto com o lUpulo por
uma a duas horas, para esterilizagdo, eliminando microrganismos contaminantes, e
inativacdo das enzimas para a fermentacdo. Moléculas do lGpulo, responsaveis pelo
sabor e aroma da cerveja, sdo extraidas e compostos indesejaveis sdo evaporados
(BARTH, 2013).

A proxima etapa consiste em resfriar o mosto de forma réapida, evitando
contaminacdo, para alcangcar uma temperatura favoravel a fermentacao, garantindo que a
levedura seja inoculada sem comprometer a viabilidade das células. Segundo
TAKAHASHI e OHNO (1986), 0 mosto deve ser aerado a fim de prover oxigénio para
o crescimento celular no estégio inicial da fermentacdo. Com a oxigenacao, a levedura é

capaz de se reproduzir e realizar seu metabolismo de forma adequada.

A fermentacdo € a etapa mais importante de todo o processo de producdo de
cerveja e sera tratada com mais detalhes no tdpico a seguir, pois é a etapa foco que
constitui o presente trabalho. Um esquema do processo geral de produgdo de cerveja

artesanal € apresentado na figura 1.

Apos a fermentacdo, a cerveja é armazenada a baixas temperaturas para que
ocorra a decantagdo das particulas, residuos em suspensdo e de boa parte das leveduras
contribuindo assim, para melhoria do sabor, aroma e clarificacdo da cerveja. A etapa

final consiste no envase do produto.
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Figura 1. Esquema do processo cervejeiro (Adaptado de: TRINDADE, 2014).

2.2. AFERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentagdo, como citado anteriormente, € um processo biologico para
crescimento e reproducdo celular. A glicose € uma das substancias mais empregadas
pelos microrganismos, sendo utilizada como ponto de partida para fermentagdo, que
ocorre em condi¢Bes anaerdbicas (AMORIM e LEAO, 2005).

A fermentacdo ocorre no citosol da célula e compreende uma série de reacoes
enzimaticas. A primeira etapa de reacdes € a glicdlise. Nesta etapa, cada molécula de
glicose é oxidada e duas moléculas de piruvato (acido pirdvico) sdo obtidas, com
liberacdo de hidreto e energia (duas moléculas de ATP), por meio de uma série de
reacdes quimicas. O agente oxidante é o NAD", que se liga ao hidreto formando
NADH:.

A segunda etapa compreende a reducdo do piruvato. O acido € descarboxilado,
liberando CO:2 e formando um acetaldeido, que posteriormente reage com o NADH:2
para formar o alcool etilico, regenerando o NAD®*. O processo pode ser melhor

compreendido na figura 2.



Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a maneira
através da qual o substrato é adicionado e o produto retirado. Existem trés tipos basicos
de processos fermentativos: continuo, batelada alimentada e batelada, sendo esse ultimo
0 método utilizado para a producédo de cervejas artesanais..

2 NAD 2 ADP + 2P

2 NADH, 2 ATP

Etanol
(C;H;0H)

Figura 2. Esquema da fermentagdo alcodlica de leveduras utilizando a glicolise como
rota metabolica.

2.2.1. Processo em batelada (descontinuo)

No processo em batelada todos os nutrientes sdo adicionados antes do inicio do
processo, além de alguns quimicos adicionais caso seja necessario (para controle de pH
e °Br, por exemplo). O volume durante a fermentagcdo permanece essencialmente
constante. O processo ocorre até que a fermentacdo chegue a seu estado final e o
produto seja retirado.

No que se refere a manutencdo e assepsia, 0 processo descontinuo é considerado o
mais seguro, pois, ao inicio de cada batelada, os equipamentos devem ser esterilizados

assim como o novo meio de cultura (mosto cervejeiro), recebendo um novo indculo que



deve ser submetido a todos os controles necessarios para assegurar a presenca unica do

microrganismo responsavel pelo processo (SCHMIDELL et al., 2001).

2.2.2. Variaveis que influenciam na fermentacao

A duracdo de uma fermentacdo, bem como a formacdo dos metabdlitos volateis,
depende das condigbes em que o processo ocorre. Mudangas nos fatores quimicos,
fisicos e microbiologicos afetam o rendimento do processo fermentativo, a conversao
dos aclcares em etanol e em substancias secundérias, pois interferem nas rotas

metabolicas das leveduras, gerando caracteristicas Unicas na cerveja (PEDDIE, 1990).

Dentre os fatores mais estudados por influenciar a fermentacao alcodlica estdo a
temperatura, a quantidade de acUcares fermentesciveis no meio, o pH, a quantidade de
leveduras inoculadas e a cepa de levedura utilizada. Dependendo dos valores escolhidos
para essas variaveis, elas podem gerar um ambiente estressante para o crescimento da
levedura, como os altos teores alcoolicos, a temperatura elevada, a acidez acentuada,
devendo assim ser estudados para garantir o melhor controle sobre o processo (ALVES,
1994).

Entretanto, quando tratado como variavel, o in6culo muda a cinética da
fermentagdo e afeta bastante o tempo, dificultando a analise das demais varidveis. A
quantidade de células inoculadas €, geralmente, cerca de 1x10° cel/mL/°Br, valor
comumente utilizado para producéo de cervejas (JONES, 2007).

Neste trabalho, as varidveis manipuladas serdo apenas a temperatura e 0 grau
brix (medida do teor de acUcares). Essas variaveis foram selecionadas devido ao fato de
serem bastante estudadas na literatura como fatores importantes para a fermentagéo
alcodlica da cerveja. Além disso, CHARANEK (2016) em seu estudo, concluiu que
dentre as quatro variaveis citadas a temperatura e o °Br inicial foram mais significativas
para construcdo do modelo empirico da fermentacdo de sua levedura. A facilidade de

manipulacédo desses parametros pela industria cervejeira também foi levada em conta.



2.2.2.1. Temperatura

A temperatura do sistema afeta o crescimento da levedura e sua taxa metabolica.
Estudos realizados por MERRIT (1966) ja mostravam que a medida que a temperatura
aumenta sem aeracédo, nao excedendo um limite de 30 °C, o crescimento da levedura e a
formacao de etanol eram favorecidos. Caso o meio fosse oxigenado, esse limite subiria
para 35 °C, com uma taxa de producdo maxima de etanol em uma temperatura de

aproximadamente 25 °C.

Em outro estudo posterior, foi estabelecida uma faixa 6tima de temperatura entre
25 e 36 °C. Acima da temperatura limite superior, o efeito inibitorio do etanol sobre a
levedura é amplificado, os metabdlitos volateis formados podem evaporar, pode haver
contaminacdo bacteriana e pode ocorrer o aparecimento de substancias indesejaveis. Ja
em temperaturas inferiores, o processo de fermentagdo torna-se muito lento
(MENEZES, 1980). Temperaturas elevadas também sdo indicadas para reduzir a
formacdo de ésteres e acidos graxos, metabolitos comumente presentes em cervejas
(STARR e PARKS, 1962).

Para a producédo de etanol, estudos realizados por WIN et al. (1995) concluiram
que a temperatura de 30 °C era a ideal, utilizando amido de mandioca como fonte de
carbono. Porém nos anos seguintes, &€ possivel encontrar varios trabalhos que relatam
temperaturas 6timas entre de 28 e 32 °C para a formacéo do alcool, utilizando melaco de
cana como fonte de acucares (ECHEGARAY et al., 2000). Conclui-se assim que ha
uma faixa de temperaturas adequada para a fermentacdo alcoolica e que pequenas
mudancas de temperatura dentro dessa faixa ndo geram consequéncias negativas ou

perdas apreciaveis para o produto final.

A temperatura, em sinergia com outros fatores, como pH e a presenca de etanol
no meio, também afeta a viabilidade celular. Leveduras do género Saccharomyces,
mesmo sendo resistentes as altas temperaturas, quando colocadas em um meio com pH
baixo e etanol concentrado tiveram sua viabilidade reduzida (DA SILVA FILHO et al.,
2005).

Uma pesquisa realizada por HIRALAL et al. (2014) mostra como de forma

individual a temperatura e o pH influenciam o crescimento celular e a formacdo de



etanol e ésteres. Na fermentacdo em uma temperatura de 22,5 °C, a taxa de formacéo
dos metabolitos e a densidade celular foram maiores, quando comparadas a
fermentacdes conduzidas em temperaturas inferiores de 14 e 18 °C. Para o pH, no valor
medio igual a 5, houve uma maior formacéo de etanol e maior crescimento celular,
qguando comparados aos valores obtidos nos limites inferior e superior iguaisa pH 3 e 7.

O pH mais elevado favoreceu a formacao de ésteres.

Temperaturas mais elevadas, dentro da faixa citada, tornam o0 processo
fermentativo mais rapido e levam a maior producdo de etanol. O potencial fermentativo
de uma levedura isolada de uvas foi avaliado em duas condigdes de temperaturas
diferentes, 14 e 20 °C, obtendo-se na temperatura mais alta uma maior atividade
fermentativa e maior formacéo de etanol (ESTELA-ESCALANTE et al., 2016).

Segundo KODAMA et al. (2001), o aumento da temperatura causa um aumento
da taxa de transporte dos aminoacidos, como leucina e isoleucina, para o interior da
celula, favorecendo a rota de Ehrlich e consequentemente a formacdo de &lcoois

superiores.

2.2.2.2. pH

O pH ¢é outra variavel fundamental, quando se estuda a fermentacéo alcodlica.
MENEZES (1980) observou que a faixa ideal de pH para realizar a fermentacéo é de 4,0
a 5,0. Porém, valores de pH inferiores, por volta de 3,7, também podem ser encontrados
na literatura (BRIGGS et al., 2004). O pH utilizado durante o processo afeta as enzimas
extracitoplasmaticas, como a invertase, e a estrutura da membrana celular, devido a
capacidade tamponante intracelular das leveduras (ABRAHAO-NETO et al., 1996).

Durante a fermentacdo, em um meio ndo tamponado, o valor do pH cai
rapidamente nos primeiros momentos. A acidificagdo do meio é resultado da atividade
de respiracdo do microrganismo, quando o meio é aerado, que libera prétons para o
meio extracelular. Por sua vez, o controle dessa liberacdo é feito pelo pH estabelecido
no meio externo. O mecanismo ocorre devido ao equilibrio necessario na concentragdo

de protons extra e intracelular (DE MORAIS, 1986). Apds essa etapa, o pH cai
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lentamente, chegando a valores proximos de 4,0 a 3,5 no fim da fermentacdo
(AMORIM e LEAO, 2005).

Como citado anteriormente, HIRALAL et al. (2014) estudou a influéncia do pH
sobre o crescimento celular e a taxa de formacdo de etanol e de ésteres. Um pH
mediano, ao redor de 5,0, foi o valor étimo para o crescimento celular e para o aumento
da concentracdo de etanol no meio. Ja para a formacdo de ésteres, concluiu-se que o
maior valor de pH, no caso 7,0, resultava em maior atividade do alcool acetil transferase

(AATase), gerando maior concentracdo de ésteres no meio.

BAMFORTH e KANAUCHI (2004) relatam um pH 6timo de 3,5 para uma
menor formacgdo de diacetil no meio. Conclui-se que a reacdo de descarboxilacdo
oxidativa de a-acetolactato (reducéo a diacetil) era favorecida com a diminuic¢do do pH

do meio, ocorrendo mais acentuadamente no fim da fermentacéo.

ESTELA-ESCALANTE et al. (2016) utilizaram um pH por volta de 4,8 para
avaliar o potencial de uma levedura isolada de uvas e observaram que a durante a
fermentacdo da levedura isolada o pH diminuiu pouco ao longo do processo
fermentativo. Considerando a levedura uma boa opcéo para fermentar cervejas ja que

ndo ha acidificacdo acentuada do meio.

2.2.2.3. Fonte de Carbono

Para crescimento e reproducdo, as leveduras utilizam preferencialmente agucares,
em detrimento de outras fontes de carbono. A selecdo e quantidades desses agucares sdo
fatores cruciais no processo fermentativo. Alguns aglcares podem ser prejudiciais ao
desenvolvimento das leveduras, reduzindo a velocidade de crescimento e causando
repressdo catabolica da sintese de algumas enzimas. Acucares fermentesciveis
favorecem a formacdo de proteinas que impulsionam a fermentacdo, reprimem a
formacédo de enzimas da cadeia respiratdria e inativam as enzimas da gluconeogénesis.
(LILLIE e PRINGLE, 1980).

A glicose é o agucar mais utilizado como fonte de carbono por esses

microrganismos, sendo que a concentracdo de aglcares no meio é uma ferramenta de
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regulacdo dos metabolismos. Cada microrganismo transporta e absorve a glicose de
maneira diferente. Para algumas espécies, a glicose, além de ser fonte de carbono,
regula o mecanismo global de crescimento da célula, podendo limitar ou favorecer o
catabolismo durante a fermentacdo (REIFENBERGER et al., 1997).

Uma concentracéo elevada de agicar no meio inibe o crescimento da levedura e
diminui a concentracdo de células no meio. Como consequéncia, a taxa de fermentacao
é reduzida antes da formacdo de quantidade significativa de etanol, necessaria para o
produto final que se deseja obter (YE et al., 1999). Assim, é importante avaliar a
quantidade de agUcar no meio, necessaria para favorecer o crescimento e as rotas
metabolicas fermentativas. Poucos estudos com essa finalidade tém sido encontrados na

literatura.

2.2.3. A levedura

As leveduras sdo os agentes da fermentacgéo alcoolica. Sendo assim, as leveduras
sd0 0s microrganismos mais importantes pela obtencdo do alcool e dos metabolitos
responsaveis pelo sabor e aroma da cerveja. A formacédo e concentracdo desses produtos
durante a fermentacdo dependem principalmente das rotas metabdlicas que a levedura
utiliza. Os microrganismos mais utilizados para a producdo de cervejas sdo do género
Saccharomyces, por metabolizar de forma bastante eficiente os componentes do mosto e
gerarem um produto final com qualidade e estabilidade sensorial (BENTO e DE
ALMEIDA, 2006).

As leveduras do género Saccharomyces sdo seres unicelulares e que pertencem a
classe dos eucariotas, ou seja, providos de um nucleo individualizado. Esse género de
leveduras inclui variadas espécies consideradas capazes de produzir os metabdlitos
primarios e secundarios fundamentais na cerveja. Por isso as cepas cervejeiras sao
divididas em duas categorias, de acordo com algumas caracteristicas que as
diferenciam: sdo as leveduras do tipo Ale e as leveduras do tipo Lager (BOKULICH e
BAMFORTH, 2013).

As leveduras Ale sdo cepas de Saccharomyces cerevisiae. Essa espécie €

bastante diversificada e tem sido isolada em inimeras localidades diferentes em todo o
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mundo. As leveduras do tipo Ale sdo também conhecidas como leveduras de alta
fermentacdo, pois tendem a migrar para superficie do vaso fermentador podendo ser
facilmente recolhidas e reutilizadas. Essas leveduras preferem temperaturas entre 15 a
20 °C, sendo mais rapidas que as Lager no processo fermentativo, que pode durar de 3 a
5 dias. A temperatura de cultivo, para crescimento de uma levedura Ale, pode chegar a
37°C (BELLOCH et al., 1998).

As leveduras conhecidos como Lager, séo leveduras de baixa fermentagéo, pelo
fato de ndo emergirem para superficie em qualquer condicdo de fermentacdo. Sdo em
geral da espécie S. pastorianus, organismos mais complexos que as Ale (BARNETT,
1992). O crescimento dessas cepas se d& a temperaturas mais baixas, ndo havendo
crescimento em temperaturas acima de 34 °C. A faixa de temperaturas para uma boa
fermentacdo com as leveduras do tipo Lager é de 8 a 15 °C, com duracédo de 7 a 10 dias
(BELLOCH et al.,, 1998).

Fatores bioquimicos, como a presenca dos genes MEL nas cepas de S.
pastorianus, responsaveis pela producdo de uma enzima extracelular, a-galactosidase,
também ajudam a diferenciar uma levedura Ale de uma Lager. Essa enzima permite a
utilizacdo do dissacarideo glicose-galactose, metabolizando a melibiose (agucar residual
formado), algo que as leveduras Ale sdo incapazes de fazer (TUBB e LILJESTROM,
1986).

As leveduras do tipo Ale podem ser isoladas de inimeras fontes diferentes. No
Brasil, a biodiversidade natural de leveduras é enorme e ainda inexplorada para esse
tipo de aplicacdo. Isolar linhagens nacionais para a producéo de cerveja nao s contribui
para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do setor, como também confere mais
autonomia e independéncia ao mercado cervejeiro, pois atualmente a maioria das

leveduras utilizadas para esse fim no Brasil é importada.

Varios estudos vém sendo realizados e mostram variabilidades significativas no
metabolismo de S. cerevisiae. Sendo assim, conclui-se que a cepa escolhida para
conduzir o processo fermentativo afeta consideravelmente a qualidade do produto final.
Dai, a importdncia de estuda-las. A levedura utilizada no processo também é
responsavel por alguns metabdlitos especificos, como ésteres e alcoois, devido as
mudancas genéticas de uma linhagem para a outra (PIRES et al., 2014).
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O potencial fermentativo de leveduras isoladas da casca de uvas maduras foi
estudado por ESTELA-ESCALANTE et al. (2016). Os autores analisaram a
fermentacdo em duas temperaturas diferentes, com composicdes de mosto
diferenciadas, avaliando a formacéo de etanol e a viabilidade celular e fazendo testes
sensoriais e de sedimentacdo. Os autores concluiram que a levedura isolada produz
cerveja artesanal, por conta de andlise sensorial e da capacidade de fermentar aclcares e

produzir etanol.

2.3. METABOLITOS VOLATEIS

A etapa de fermentacdo é muito importante para a formacdo das caracteristicas
organolépticas da cerveja. Nesta etapa, além do etanol e do gas carbonico, as leveduras
também produzem uma série de metabdlitos em baixas concentracBes, responsaveis
pelo sabor e aroma do produto final. Essas substancias séo ésteres, &cidos e alcoois, que

quando combinadas, determinam o sabor e 0 aroma caracteristico da cerveja.

Todas as substancias responsaveis pela ativacdo do sabor e aroma na cerveja
precisam ser mantidas até certo nivel limite (limite de detec¢do sensorial, LD) para os
padrdes de consumo. Alguns produtos secundarios formados podem contribuir
negativamente para o sabor ¢ aroma da cerveja, sendo por isso conhecidas como “Off-
flavor”, como acetaldeido e triptofol. Alguns ésteres e alcoois, quando presentes em
excesso, podem atrapalhar o equilibrio das substancias que geram o sabor caracteristico
da cerveja (PIRES et al., 2014), sendo por isso indesejaveis. Alguns valores de LD para

0s metabdlitos estudados podem ser encontrados na Tabela 1.

Muitos dados ja foram reunidos na literatura, principalmente na area da genética,
permitindo descrever de forma detalhada cada rota metabolica usada para formacédo dos
compostos citados. Alcoois superiores, por exemplo, sio formados tanto pelo
anabolismo como pelo catabolismo de aminoacidos. Ja os ésteres sdo formados pela

condensacdo enzimatica de &cidos organicos e alcoois (PIRES et al., 2014).
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Tabela 1. Limites de deteccdo sensoriais para os metabdlitos volateis estudados no
presente trabalho (ASBC, 2015).

Cgmmggo CLASSE | LD (mg/L)
Etanol Alcool 17000
Alcool Fenetilico Alcool 40
2-metil-1-butanol Alcool 65
Triptofol Alcool 414
Acetato de Isopentila Ester 0,6
Acetaldeido Aldeido 25

A principal rota metabdlica utilizada pelas leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae, para formacdo do etanol e do acetaldeido a partir da glicose, € a super-rota
de fermentacdo da glicose, ilustrada na Figura 3. Essa rota inicia-se com a glicdlise, que
quando utilizada pelas leveduras, é mais conhecida como Rota de Embden-Meyerhof. O
inicio desta etapa ocorre quando os grupos fosfatos, vindos da molécula de ATP, sdo
acoplados a molécula de acucar em duas posi¢cBes. Em seguida, os aglcares formados
por seis carbonos sdo quebrados em dois acucares de trés atomos de carbono, cada um
contendo um grupo fosfato (BARTH, 2013).

Um segundo grupo fosfato pode ser adicionado a essas moléculas, porém dessa
vez ligado a um grupo metila (e ndo a um grupo hidroxila, como anteriormente),
produzindo agua como produto secundario. Por fim, as duas moléculas de fosfato, de
cada acUcar, sdo acopladas ao ADP, produzindo duas moléculas de ATP e duas
moléculas de agua. Assim, 0 aglcar é oxidado e o piruvato (&cido piravico) é formado
(BARTH, 2013).

A proxima etapa da super-rota compreende a formacdo do acetaldeido e etanol.
Uma molécula de CO2 é liberada do acido piravico (descarboxilagdo) reduzindo o
composto & uma cadeia com apenas dois carbonos, gerando o acetaldeido. O
acetaldeido, por sua vez, recebe dois hidrogénios provindos do NAD+ em suas duplas
ligacOes e transforma-se em etanol. Toda essa Rota é conhecida e catalogada pelo banco
de genoma de leveduras (Yeast Genome) e pode ser mais bem compreendida a partir do
esquema da Figura 3 (DIAS, 2001).
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Figura 3. Super-rota metabdlica para formacdo dos produtos da fermentagdo a partir da
glicose (DIAS, 2001).
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Os alcoois superiores sdo as substancias organolépticas mais abundantes na
cerveja. A levedura absorve o grupo amina dos aminoacidos, presentes no mosto. O
restante (a-cetodcidos) participa de uma série de rea¢fes, mostradas com mais detalhe
na Figura 4, formando os alcoois superiores. Essa rota é conhecida como rota de
Ehrlich, nome do cientista que associou a semelhanca entre a isoleucina (aminoacido) e
0 alcool amilico (&lcool superior também conhecido como 2-metil-1-butanol) e entre a
leucina e o alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) (PIRES et al., 2014). Apesar de esse
caminho ser o mais conhecido e estudado atualmente, &lcoois superiores também séo
formados durante a biossintese inicial dos aminoacidos, pela rota anabdlica (OSHITA et
al., 1995).

Aminoacido Aldeido

intermediario

"“Pen N

NH:z &
2 - P
AN 2-oxoglutarato A NAD*
.
2-oxoglutarato glutamato / NAD* MADH*
glutamato N 0 - | o . 1
R k / 2 NADH R
o (
0 OH

Acido a-cetoglutarato ) _
Alcool superior

Figura 4. Rota metabdlica para a formagdo de alcoois superiores, como 2-metil-1-
butanol (HAZELWOOQOD et al., 2008).

O élcool fenetilico é outro exemplo de alcool formado por meio da degradacéo
metabdlica de aminodcidos via rota de Ehrlich. O mecanismo para sua formagéo

engloba a série de reacGes mostradas na Figura 5 (ETSCHMANN et al., 2003).
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Figura 5. Rota de Ehrlich para a formacdo do Alcool fenetilico ou 2-feniletanol
(ETSCHMANN et al., 2003).

Os ésteres sdo substancias formadas em quantidades bem pequenas, porém
causam grande interferéncia no sabor e aroma final da cerveja. Esses componentes sdo
formados na fase priméaria da fermentacdo pela condensacdo enzimatica de acidos
orgénicos e &lcoois. A reacdo ocorre no citoplasma da célula, mas os metabdlitos
formados sdo logo levados para o meio, pelo fato da levedura ser lipofilica (PIRES et
al., 2014).

Os esteres volateis sdo divididos em dois grandes grupos principais, sendo eles
0s ésteres de acetato e os esteres de etila. O primeiro € composto por esteres sintetizados
a partir da reacdo do acido acético com o etanol, com um &lcool superior ou com um
acido organico. Para a formacao do segundo grupo, o etanol € responséavel pelo radical
do alcool e a parte do acido é formada por um acido graxo de cadeia media. As rotas
para formacdo do primeiro grupo, que engloba componentes estudados neste trabalho,

estdo ilustradas na Figura 6.
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Figura 6. Rota metabdlica para formacao de ésteres de acetato (PIRES et al., 2014).

2.4, METODOS ANALITICOS PARA ANALISE DE
METABOLITOS

Para analisar os componentes volateis obtidos na fermentacao, separando-0s na
mistura complexa em que se encontram, técnicas analiticas de cromatografia sdo
bastante empregadas. A cromatografia pode ser liquida ou gasosa. No segundo caso,
pode estar acoplada a um detector por ionizacdo de chama (GC-FID) ou a um
espectrometro de massas (GCMS). Esses métodos permitem ndo sO a separacdo e
identificacdo dos metabdlitos, que contribuem para composi¢do do perfil sensorial da

cerveja, mas também a quantificacdo desses compostos.

2.4.1. Cromatografia Gasosa

Atualmente, a cromatografia gasosa tem sido o método mais utilizado na literatura
para analise dos metabdlitos presentes na cerveja. Essa técnica analitica, criada por
Martin e James em 1952, tem por principio a particdo dos componentes de uma mistura
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entre uma fase estacionaria liquida ou sdlida, que preenche a coluna cromatogréfica, e
uma fase gasosa ou liquida mével (NADOLNY et al., 2014). Na Figura 7 € apresentado

um esquema da aparelhagem tipica usada por esse método analitico.

Injetor de

/amostra
Controlador de |/ WA
Fluxo \

IS

[——————— Descarte

N

Detector

Gads de Arraste Forno da coluna

Figura 7. Esquema de um cromatografo gasoso (Adaptado de: QUIMICA
INSTRUMENTAL, 2017).

A andlise se inicia com a injecdo de uma pequena quantidade da amostra no
injetor. Em seguida, a amostra é vaporizada (no caso da fase movel ser gasosa) pelo
aquecimento do injetor e da coluna levando ao aumento da temperatura do sistema. Um
gas de arraste, a fase movel, e responsavel por carrear a amostra ao longo da coluna até
o detector. A medida que a amostra passa pela coluna (fase estacionaria), 0s
componentes constituintes da mistura interagem com a coluna e fluem com diferentes
velocidades. Isso ocorre devido a interacdo seletiva entre as fases. O grau da interacdo
depende do ponto de ebulicdo da molécula e da afinidade com a fase estacionaria.

A afinidade entre as fases baseia-se na adsor¢do ou solubilidade dos
componentes na fase estacionaria. Quanto menor o ponto de ebulicdo e maior a
interacdo do componente com a coluna, menor a movimentacdo do composto ao longo
da coluna. Quanto maior o0 seu ponto de ebulicdo e a menor afinidade com a fase
estacionaria, maior a velocidade e detec¢do. Assim, moléculas diferentes interagem em
diferentes  intensidades e deixam a coluna em tempos diferentes
(CHROMATOGRAPHY ONLINE, 2017).
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No momento em que as moléculas, cada uma a seu tempo, deixam a coluna, elas
passam por um detector, que pode ser um FID ou um espectrdmetro de massas. O
detector por ionizacdo de chama, utilizado para as andlises quantitativas do presente
trabalho, foi proposto em 1958 por Harley, McWilliam e Dewar (BARTLE e MEYERS,
2002). Esse detector apresenta grande aplicabilidade devido a alta sensibilidade, elevada
estabilidade e rapida resposta linear. Seu funcionamento se baseia na geracdo de ions
por conta da combustdo dos compostos organicos do analito pela chama, que é

resultante da queima de uma mistura de hidrogénio e ar sintético.

Uma vez formados, os ions sdo coletados por um eletrodo cilindrico,
posicionado logo acima da chama, que mede a corrente ibnica do composto, através da
diferenca de potencial entre o coletor e o setor onde os ions sdo formados. A corrente é
entdo amplificada e levada a um sistema de registro, como ilustrado na Figura 8. O
desempenho do detector € influenciado principalmente pela relacdo dos gases
envolvidos no processo (Hidrogénio e ar). A vazdo ideal para cada gas deve ser

estabelecida experimentalmente para o sistema utilizado.

Descarte de Gases

Isolamento Elétrico

..... - - Eletrodo cilindrico

Catodo
Anodo —E.i—h
o j ------ L- - |solamento Elétrico
Hidrogénio —# ——— | J | [

Saida da Coluna

Figura 8. Esquema de um detector por ionizagdo de chama (FID) (Adaptado de:
CHROMATOGRAPHY ONLINE, 2017).
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Outro detector bastante utilizado € o espectrometro de massa (MS). O
acoplamento desse equipamento ao CG é simples e bastante vantajoso, pois, além de
emitir informagdes sobre a massa molecular e estrutura, aumenta a seletividade geral do
processo. A espectrometria de massas tem como principio a coleta de informacdes sobre
0 composto em funcdo da razdo massa/carga (m/z), resultante da fragmentacdo da
molécula em particulas carregadas (CHIARADIA et al., 2008).

O MS é composto por uma camara de formacéo de ions, uma camara de vacuo,
um sistema para detecc@o e um sistema para registro dos dados obtidos, como mostrado
na Figura 9. Esse sistema permite analises qualitativas e quantitativas e leva a obtengédo
de um espectro limpo, devido a fragmentacdo ser branda, diferentemente do que ocorre
com o FID, que pode por algumas vezes deixar de identificar uma molécula, como

consequéncia de uma fragmentacédo rapida e intensa (CHIARADIA et al., 2008).

Fonte Multiplicador
de ions Analisador deelétrons

Lentes Espectrometro de massa Computador
idnicas

Figura 9. Esquema do Espectrometro de massa que é acoplado ao GC (Adaptado de:
WOO e THET, 2015).

No presente trabalho a cromatografia gasosa com FID foi utilizada para conduzir
as analises quantitativas, pois, além de ser um sistema bastante citado na literatura para
a extracdo de metabdlitos volateis na cerveja, resulta em um método eficiente, como
estabelecido em trabalho anterior (CHARANEK, 2015). O CGMS foi utilizado apenas
para analisar qualitativamente os compostos presentes na cerveja produzida para o

estudo.
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2.4.2. Extracéo liguido-liguido com Salting Out

As técnicas de cromatografia sdo adequadas para analisar amostras com misturas
de componentes. Entretanto, para determinar alguns analitos mais complexos ou em
fase aquosa, faz-se necessaria uma etapa de extracdo antes de adicionar a amostra a
coluna. Sem essa etapa prévia, alguns compostos podem adsorver na coluna ou degrada-
la, alterando os tempos de retencdo esperado dos compostos analisados (OLIVEIRA et
al., 2008). Assim, a boa preparacdo das amostras inclui uma etapa de extracdo, para

melhorar as condicGes de analises e evitar danos aos equipamentos.

A técnica de extracdo liquido-liquido (LLE), também conhecida como extracdo
por solvente, € uma das técnicas mais antigas e amplamente utilizadas para preparacao
de amostras para analises qualitativas e quantitativas (CANTWELL e LOSIER, 2002).
Este método consiste em transferir o soluto de um solvente para outro, tipicamente agua
e um solvente organico. A finalidade é isolar os compostos volateis da fase aquosa em
que se encontram. Os solventes devem ser imisciveis e a passagem do soluto se da em
funcdo de polaridade e solubilidade relativa nos diferentes meios. Componentes

apolares, por exemplo, sdo mais bem extraidos para a fase organica.

Uma desvantagem do método é usar solventes imisciveis em &gua (apolares),
devido as suas baixas constantes dielétricas, que resulta na extracdo pequena dos solutos
mais carregados ou muito polares. Assim, como alternativa, um sal inorganico em altas
concentrag¢Oes pode ser adicionado a fase aquosa até a saturacdo. Com a fase saturada, a
solubilidade dos compostos do soluto diminui e estes migram mais eficientemente para
a fase organica com mais facilidade. Esse método é conhecido como extracao liquido-
liquido com Salting Out (SALLE) (MAJORS, 2009).

2.5. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES
ESTATISTICAS

Planejar experimentos baseados em métodos estatisticos constitui uma
alternativa eficiente para obter informag6es Uteis sobre determinado sistema, permitindo

realizar um nimero minimo de experimentos, diminuindo o custo e o tempo das
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analises (BARROS NETO et al., 2010). O planejamento experimental inclui a
especificacdo do conjunto de procedimentos realizados, a definicdo dos equipamentos
utilizados e a escolha das variaveis e condi¢cdes de estudo, para que a resposta de
interesse seja obtida (SHWAAB e PINTO, 2011).

2.5.1. Planejamento Fatorial

Uma técnica muito utilizada para o planejamento de experimentos € o
planejamento fatorial. Trata-se de uma técnica simples e comumente aplicada para
triagens (screening) ou quando mais de uma variavel (variaveis independentes) precisa
ser analisada. Usualmente, em um experimento sem um planejamento estatistico, as
variaveis sdo analisadas uma por vez e sem considerar os efeitos de interacdo entre elas,
0 que pode afetar a resposta em estudo. Quando se aplica o plano fatorial, os efeitos das
variaveis individuais e suas interacdes (efeitos de sinergia) podem ser avaliados
simultaneamente, permitindo uma avaliacdo mais completa do espaco amostral
(BRASIL, 2007; SCHWAAB e PINTO, 2011).

Para realizar esse tipo de planejamento, faz-se necessario variar os valores das
variaveis de estudo (niveis), a fim de observar o efeito da mudanga na variavel resposta.
O caso mais simples de planejamento fatorial € aquele em que cada fator é variado em
apenas dois niveis. Assim, para caracterizar um planejamento fatorial 2%, um niimero
equivalente a 2 x 2 x ... X 2 = 2 de ensaios diferentes deve ser executado (BARROS
NETO et al., 2010). Esta representacdo mostra que, para um plano fatorial a 2 niveis e 2

fatores, por exemplo, 4 experimentos precisam ser realizados.

Os niveis sdo codificados pelos sinais de (-), para o nivel inferior, e pelo sinal de
(+), para o nivel superior, adimensionalizando as variaveis nessa regiao [-1,+1]. Estes
sinais permitem esquematizar a matriz de planejamento, com a combinacgéo dos niveis e
também determinar a influéncia das variaveis e das respectivas sinergias sobre o sistema
(BRASIL et al., 2007).

Os ensaios de um planejamento experimental devem ser realizados com um
numero significativo de réplicas, para que o erro experimental possa ser estimado ao

longo da regido de experimentacdo. As réplicas devem ser realizadas repetindo-se
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fielmente os procedimentos adotados, permitindo caracterizar a reprodutibilidade do

experimento.

As réplicas sdo muito Uteis para andlise de dados, permitindo um tratamento
apropriado dos dados experimentais e a melhor estimacdo e validacdo dos parametros
(SCHWAAB e PINTO, 2011).

Outra estratégia utilizada para a obtencdo de uma resposta significativa é utilizar
um ponto central no plano fatorial. Além de explorar melhor a regido experimental, o
ponto central permite manter a ortogonalidade do plano e avaliar ao mesmo tempo se a
curvatura na superficie de resposta € significativa. Assim, torna-se possivel avaliar se o
ajuste com um modelo linear é suficiente ou se é necessaria a presenca de a0 menos um
efeito ndo-linear (CHRISTENSEN, 1996) (SCHWAAB e PINTO, 2011).

As réplicas no ponto central também sdo de grande utilidade para a analise do
sistema. Elas podem ser utilizadas para estimar a variancia experimental, caso seja
possivel admitir que os erros experimentais sdo constantes na regido de experimentacao.
Quando utilizada no célculo das incertezas dos efeitos, torna-se possivel observar quais
efeitos sdo significativos. O nimero de réplicas em cada nivel, bem como no ponto
central, deve ser considerado cuidadosamente, para que nao seja necessario um numero
exageradamente grande de experimentos (BREITKREITZ, 2014).

2.5.2. Testes Estatisticos

2.5.2.1. Distribuicéo t de Student

Criada por William Gosset, a distribuicdo t de Student é bastante empregada em
analises estatisticas, com aplicacdes tanto voltadas para teste de hipdteses, quanto para
modelagem. A importancia da distribuicdo t de Student deve-se principalmente por
permitir que a regido de confianga em que a média verdadeira se encontra seja
delimitada de maneira precisa, partindo de valores amostrados e admitindo-se a
distribuicdo normal dos dados (Teste t de Student) (SCHWAAB e PINTO, 2007).
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A distribuicdo t € comumente descrita com auxilio de tabelas, que mostram
valores para as probabilidades acumuladas como funcéo do intervalo de confianca e do
tamanho do conjunto amostral (ndmero de réplicas). Para realizar o teste, faz-se
necessario conhecer a média e a variancia amostral, bem como o nimero de réplicas da
variavel aleatoria. Assim, a varidvel normalizada t é representada pela equacédo
(SCHWAAB e PINTO, 2007):

1)

Sendo X a média amostral, s, o desvio padrdo amostral, i, a média verdadeira e N o

namero de réplicas. O valor de t pode ser encontrado como fun¢do do grau de confianca
(02) e do nimero de réplicas, das equagdes (SCHWAAB e PINTO, 2007):

(1-a)
Pyc = Za v Pac = > (2)

Em que Pac é a probabilidade acumulada da distribuicdo t de Student.

A distribuicéo t é simétrica em relacdo ao eixo y. Assim, os valores de t; e t,
devem ser obtidos para construir o intervalo de confianca da média real, mostrado
abaixo (SCHWAAB e PINTO, 2007).

t, <t <t (3)

Assim, para definir o intervalo em que a média pode ser encontrada, com certo
grau de confianca, substitui-se a Equacdo (1) na Equacdo (3). Ap6s manipulacdes
algébricas, isolando a média, obtém-se a equacdo (SCHWAAB e PINTO, 2007):

v xt v xt
X+ T < <X+ 22 4)
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2.5.2.2. Distribuicéo de Fisher

A distribuicdo F de Fisher ¢ uma distribuicdo de probabilidade continua, por
meio da qual é possivel comparar de maneira eficiente as diferentes variancias amostrais
obtidas experimentalmente, de forma analoga ao teste t de student. Para realizar esse

teste, consideremos duas variaveis aleatorias, com flutuacGes distribuidas normalmente,
X ey, com variancias .2 e oy, variancias amostrais s2 e sZ. Define-se assim a variavel

normalizada F por meio da Equacéo (5) (SCHWAAB & PINTO, 2007).

sz/0%

2/ 2
sy /oy

F =

()

A distribuicdo F também é descrita comumente com auxilio de tabelas
padronizadas para valores de probabilidades acumuladas como funcdo do numero de
réplicas, sendo que a variavel F € definida no dominio real positivo. Dessa forma, para
encontrar os valores de F, com certo grau de confianca, e testar se as variancias
apresentam valores similares, dado o numero de réplicas, é necessario fazer
(SCHWAAB e PINTO, 2007):

F=5 (6)

Que admite que as variancias reais sdo iguais. Caso as variancias desconhecidas possam
ser consideradas semelhantes, a Equacédo (6) ganha a forma (SCHWAAB e PINTO,
2007):

F,< =S <F (7)
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Que sdo os limites calculados com o auxilio da Equacdo (2) uma vez definido o grau de

confianca.

2.5.3. Modelagem Empirica

Um modelo estatistico é aquele que descreve o comportamento de um sistema
baseado apenas em evidéncias experimentais. Por meio desse tipo de modelo € possivel
representar 0 processo em estudo na regido experimental investigada, embora a
extrapolagdo seja pouco recomendada, sendo por isso sendo considerado como um
modelo local (BARROS NETO et al., 2010).

Com auxilio do modelo, as varidveis independentes sdo vinculadas e 0s eventos
ocorridos podem entdo ser explicados, possibilitando a previsdo de possivel
comportamento do processo quando se varia a condi¢cdo experimental. Como todo dado
experimental apresenta incertezas e como nem todas as variaveis do sistema podem ser
medidas e/ou controladas com precisdo, um modelo ndo é capaz de representar
completamente a realidade (SCHWAAB e PINTO, 2007).

Para construir 0 modelo empirico, & necessario obter um conjunto de
observacdes da varidvel estudada e uma distribuicdo de probabilidade associada ao
processo de medi¢do. Geralmente, 0 modelo expressa como uma variavel resposta, Y,
depende de um conjunto de variaveis independentes T que influenciam no sistema
(BARROS NETO et al., 2010).

y=£(T) (8)

Toda observacdo experimental é afetada por desvios aleatdrios. Assim, um

modelo linear pode ser mais bem representado por:

y=pBot+ BT+ ¢ 9)
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Em que Bo e P1 sdo os pardmetros do modelo, T € a varidvel independente que afeta o
processo e ¢ € o0 erro aleatorio associado a determinacdo experimental da variavel T
(BARROS NETO et al., 2010).

2.5.4. Modelagem e Microcinética

As tecnicas de modelagem tém sido muito utilizadas para descrever de forma
adequada como ocorre a interacdo entre as variaveis independentes e como elas afetam
as resposta do problema. Essa informacédo € de fundamental importancia para o controle
e a otimizacao do processo. Em particular, quando se trata de mecanismos cinéticos, as
equacOes fundamentais de taxas de reacdo podem ser propostas para a estimacdo de
parametros e a determinacdo das constantes de equilibrio, para que os fenbmenos
possam ser compreendidos (FROMENT et al., 1979).

A fermentacdo do mosto para fabricacdo de cervejas também tem sido estudada
com auxilio de modelos matematicos, ferramentas poderosas para 0 estudo do

mecanismo cinético do processo, bem como para a operacdo (PARCUNEYV et al, 2012).

Para a construcdo do modelo e estimagdo dos parametros dados experimentais
devem ser obtidos. Dessa forma, o estudo dos erros envolvidos nos experimentos torna-
se importante para analisar 0 processo quimico de maneira adequada. Porém, em geral,
pesquisadores acabam admitindo hipoteses e fazendo simplificagbes para tratar os
dados, sem evidéncias experimentais rigorosas, de forma que a caracterizacdo do erro
acaba sendo negligenciada (FERRARIS, 2000).

Um exemplo disso é a consideracdo usual de que 0s erros experimentais seguem
uma distribuicdo normal, de que as varidveis independentes estdo livres de erro e de que
erros de medicdo sdo constantes ao longo da regido de experimentacdo. Essas
consideracdes podem levar a uma analise estatistica duvidosa, ou mesmo erronea, dos
resultados obtidos, de forma que essas analises dependem fortemente da natureza do
erro experimental (LARENTIS et al., 2003).

Essas hipdteses simplificadoras permitem também obter uma funcédo objetivo

simplificada, definida na Equacgéo (10), que tem por funcdo medir a distancia entre os
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valores preditos pelo modelo e os valores observados experimentalmente, definindo

portanto uma métrica.

F= (" —y)'V1iy —y°) (10)

Na Equacdo (10), y* o vetor das predi¢des do modelo, y¢ é o vetor dos valores
experimentais e V é a matrix de covariancias dos erros experimentais, que também afeta
a significancia do modelo e de seus parametros, descrita de forma simplificada em

termos da matriz de covariancia dos parametros do modelo (V).

V, = (BVBT) ! (11)

No entanto, essas simplificacdes podem gerar conclusfes inconsistentes sobre a
cinética do processo, 0 que nao deveria acontecer, ja que a caracteriza¢cdo adequada da
matriz de covariancias ¢ fundamental para caracterizar a precisdo dos parametros
cinéticos (LARENTIS et al., 2003). A matriz de covariancias permite calcular as
incertezas paramétricas com o auxilio da Equacdo (11), em que B é a matriz de
sensibilidades, que contem as primeiras derivadas das respostas do modelo em relacéo a

seus respectivos parametros.

A matriz de correlacdes das medidas disponiveis na forma de réplicas permite
também a observacdo detalhada dos fendmenos cinéticos locais, o que define uma
analise microcinética. Considerando que as flutuacdes experimentais podem nao ser
independentes nem constantes, pode-se dizer que as flutuagdes experimentais das
variaveis analisadas afetam umas as outras, revelando o mecanismo local subjacente (o
que s6 pode ser realizado com a caracterizacdo detalhada do erro experimental e a
conducdo de replicatas) (LARENTIS et al., 2003).

Como os erros experimentais sdo usualmente de baixa magnitude, quando as
réplicas dos experimentos sdo realizadas pode-se utilizar a expressdo microcinética (ou
cinética local) para caracterizar o estudo. Entende-se, assim, que as flutuacdes das

repeticOes estdo ligadas ao mecanismo de reagdo particular que ocorre, como por
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exemplo, na fermentacao alcoolica realizada pela levedura. Assim, as informacg6es sobre
os erros dao informacdes sobre 0 mecanismo cinético local, que pode ser entdo usado
para propor uma modelagem e uma interpretacdo dos fenémenos cinéticos (LARENTIS
et al., 2003).

2.6. COMENTARIOS FINAIS

Com base no que foi apresentado nessa breve revisdo, pode-se observar que a
etapa mais importante do processo de producédo de cerveja tem sido muito estudada. Os
fatores que mais afetam o processo fermentativo sdo bem conhecidos. Os metabdlitos
volateis gerados sdo, em sua maioria, catalogados. Porém, falta ainda um estudo que
correlacione de que forma essas variaveis citadas, como temperatura e teor de carbonos,
controladas durante a fermentacdo do mosto, afetam a formacéo dos produtos principais
e metabolitos secundarios. Ndo h&a muita informacdo também sobre como as relacdes

dessas variaveis afetam a qualidade do produto final.

O uso de leveduras extraidas do ambiente, frutos e plantas também vem sendo
abordado. Entretanto, como a variedade da microbiota brasileira é muito grande, faz-se
necessario ampliar esses estudos e conhecer cada vez mais a capacidade de fermentagdo
de leveduras isoladas ou extraidas na producgdo da cerveja e de outros alimentos. Esses
estudos podem ampliar de forma significativa as oportunidades para o mercado

biotecnolodgico do pais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados, bem como os métodos de operacdo e caracterizacdo
aplicados no trabalho estdo descritos neste capitulo e organizados de acordo com cada
etapa realizada: (i) planejamento experimental, (ii) procedimentos experimentais e

(iii)analises analiticas.

3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Com o intuito de avaliar de que modo as variaveis do processo afetam a
formacdo de metabolitos, foi realizado um planejamento fatorial. As variaveis
independentes escolhidas foram, inicialmente, a temperatura e o grau brix inicial,
medida de concentracdo do acucar no meio de fermentacdo. O pH e o volume de

indculo foram mantidos constantes em todos 0s experimentos.

O plano fatorial a dois niveis com ponto central foi o escolhido para inferir sobre
o efeito das variaveis. Esse tipo de plano permite caracterizar os efeitos principais de
cada variavel estudada, as sinergias existentes e a possivel ocorréncia de respostas nao
lineares. Para cada condicdo experimental, 10 réplicas foram realizadas. O elevado
namero de réplicas torna possivel correlacionar os dados medidos de forma a obter
informacdes sobre a cinética local do processo fermentativo. As réplicas também séo
muito Gteis para estabelecer intervalos de confianca mais precisos (DA ROS et al.,
2017).

Os niveis foram selecionados com base nos valores tipicos observados na
literatura. Esses valores foram escolhidos como pontos centrais, fazendo mudancgas para

baixo e para cima para definir os niveis superior e inferior, como disposto na Tabela 2.

Para obter todas as condi¢bes que compdem a matriz de experimentos, a matriz

de planejamento foi elaborada como descrito na Tabela 3.
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Tabela 2. Variaveis independentes do processo e respectivos niveis experimentais.

Variaveis Nivel Inferior | Ponto Central Nivel Superior
Independentes (-1) 0) (+1)
T (°C) 15 19 23
°Br inicial 10 12,5 15

Tabela 3. Matriz de planejamento experimental.

Ensaio Temperatura (°C) °Brix Inicial
FO1 23 15
FO02 23 10
FO03 19 12,5
F04 15 15
FO05 15 10

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1. Microrganismo

No presente trabalho, utilizou-se uma cepa de leveduras extraidas da jabuticaba.
A levedura foi cedida pela empresa Vinho do Poeta, localizada em Santa Béarbara-MG,
em garrafas contendo suco da jabuticaba adogado (fruto espremido, com agucar) em
marco de 2016. Uma amostra do suco foi colocada em meio YPD (yeast extract,
peptone e dextrose) modificado liquido, composto por 20% de extrato de levedura, 20%
de sacarose e 10% de peptona. Apds 48 horas, em incubador rotativo (modelo 126 da
New Brunswick Scientific, Estados Unidos) a 200 rpm e 33 °C, 0 meio Se encontrava
turvo, indicando o crescimento microbiano. Uma amostra do meio com a levedura foi

colocada em uma lamina e analisada no microscopio (modelo AXI0 Lab.Al, da ZEISS,
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Alemanha). Foi assim possivel observar que havia uma Unica levedura presente e que

ndo havia necessidade de isola-la de outras espécies.

A levedura foi ainda testada em laboratério para ser identificada com Ale ou
Lager, identificacdo importante no ambito cervejeiro. O teste realizado consistiu apenas
em cultivar a levedura em duas condicdes diferentes de temperatura. 24 °C e 33 °C.
Leveduras tipo Lager ndo crescem bem a altas temperaturas, 0 oposto do que ocorre
com as leveduras Ale. Os pré-indculos foram entdo incubados nas condicOes citadas,
por 24 horas e 200 rpm. O melhor crescimento foi observado com auxilio de medida da
densidade oOtica, no espectrofotdmetro (Agilent modelo 4583, Estados Unidos), a 600

nm. O preparo detalhado do indculo esta descrito na se¢do seguinte.

3.2.2. Preparo e padronizacdo do in6culo

O estoque da levedura extraida da casca da jabuticaba foi armazenado a -80 °C
em microtubos contendo glicerol, em um ultrafreezer vertical da Glacier com
temperatura minima de -86 °C. Para ativar o microrganismo, todo contetdo do criotubo
foi transferido de maneira asséptica para um erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL
de meio YPD modificado liquido previamente esterilizado, em capela de fluxo laminar
(Trox Technik, modelo TLF CLII Al, Brasil). O pré-inoculo foi incubado em um
incubador rotativo (modelo 126 da New Brunswick Scientific, Estados Unidos), a 33 °C

e 200 rpm, por 24 horas.

Antes de ser adicionado aos erlenmeyers com mosto cervejeiro para o ensaio de
fermentagdo, o indculo foi padronizado. Esse processo consistiu em uma contagem
celular, garantindo que a quantidade desejada de células seria a mesma introduzida em
todas as réplicas de todas as fermentages. O valor adotado foi de 1 x 108

células/mL/°Br, sendo essa a quantidade mais comum utilizada em cervejarias.

As células foram contadas em uma cdmara de Neubauer, conforme o método
descrito por HEMOCITOMETER (2015). Inicialmente, o indculo foi diluido, até que
fosse possivel contar entre 30 a 300 células, em um volume de 4x10° mL com auxilio
de um microscopio com ampliacdo de 400x e lentes com filtro PH2 (modelo AXIO

Lab.Al, da ZEISS, Alemanha). A contagem foi realizada em triplicata.
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Em seguida, diluicdes do inoculo foram realizadas, a fim de obter diferentes
concentracfes e medir a absorbancia de cada uma delas em um espectrofotometro
(Agilent modelo 4583, Estados Unidos). A leitura foi realizada em um comprimento de
onda de 600 nm, utilizando a &gua destilada como branco. Com a aquisi¢cdo desses
dados, uma curva de calibracéo relacionando a absorbancia com a concentracéo celular

foi elaborada.

Uma segunda curva, relacionando agora o peso seco e a absorbancia também foi
elaborada. Para essa curva, foram adicionados em quatro tubos falcons de 50 mL de
volume (til, 25 mL do in6culo preparado. O volume desejado foi medido com uma
pipeta volumétrica. A suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante descartado. As
células foram ressuspendidas com agua e centrifugadas novamente. O procedimento foi
realizado duas vezes. Apds a lavagem, as células foram resuspendidas em pouca agua,
para que pudessem ser transferidas para quatro cadinhos de porcelana de massas
conhecidas. Os cadinhos com as células foram colocados na estufa para secar durante 72
horas a 150°C. Em seguida, os cadinhos com as células secas foram pesados e a massa
seca das células foi calculada. Obteve-se assim a concentracdo de 0,007936 g/mL.
Diluindo a amostra algumas vezes e medindo a absorbancia em cada diluigéo, foi

possivel obter uma curva de calibragéo.

3.2.3. Meio de fermentacéo

O meio utilizado para a fermentacdo foi 0 mosto cervejeiro, baseado nos mostos
comumente utilizados em cervejarias artesanais. Para produzir o mosto, foi utilizado:
extrato de malte seco (LAMAS), que fornece 10 °Br para cada 100g/L; e lapulo
Hallertauer tradition T90 em pellets (LAMAS), contendo 4,6% de alfa &cidos e agua
mineral. Inicialmente, 20 L de agua e 2 kg de extrato de malte sdo colocados em um
vaso de inox 304 (volume util de 50 L) com uma resisténcia acoplada (220 V e 4000 W
de poténcia) e misturados com um bastdo de vidro. A mistura era aquecida pela
resisténcia até atingir o ponto de fervura, quando eram adicionados 20 g do lupulo,
responsavel pelo amargor da cerveja. O meio era fervido durante 90 minutos. Ao fim da
fervura, eram adicionados 10 g de lUpulo, agora responsavel pelo aroma. O meio é entdo

resfriado em seguida.
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O grau brix inicial para cada ensaio era ajustado de duas formas: ou diluindo o
mosto com &gua mineral, para diminuir o °Br; ou adicionando agucar (refinado
convencional) para aumentar o °Br, levando em conta que 1 °Br é equivalente a 1 g de
acucar para cada 100 g do mosto. O amargor da cerveja é calculado através da
quantidade de lapulo adicionada no mosto, o °Br inicial, o volume de solucdo e o tempo
de fervura. Os valores obtidos compdem uma escala chamada IBU (International
Bitterness Unit), que mede o grau de amargor da cerveja, variando de 0 a 120. O IBU da

cerveja produzida neste trabalho variou entre 14,8 (15 °Br) a 17 (10 °Br).

A panela utilizada para o preparo do meio pode ser vista na Figura 10.

Figura 10. Fervura do mosto cervejeiro em panela de aco inox.
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3.2.4. Fermentacoes

Os experimentos das fermentacGes foram realizados em incubador rotativo,
(modelo 126 da New Brunswick Scientific, Estados Unidos), apenas com controle da
temperatura para cada condicdo de fermentacdo estabelecida no planejamento. Um
termdmetro foi colocado na parede interna do incubador, para aferir se a temperatura

seria mantida constante, durante todo ensaio, como programado no equipamento.

Para cada ensaio, foram utilizados 10 Erlenmeyers de 500 mL, contendo 300 mL
do meio e a quantidade do indculo calculada, a fim de obter uma concentracdo de 1
milhdo de células por mL por °Br . O pH inicial da fermentacdo foi mantido em 5,2.
Para garantir que o mosto preparado estava na condi¢édo escolhida, um medidor Metler-
Toledo modelo S20K foi utilizado. Caso fosse necessario fazer o ajuste de pH, duas
solugdes foram preparadas: para diminuir o pH, caso maior que 5,2, uma solucdo de
HCI 10% foi preparada a partir de uma solucdo de HCI 35% (Vetec, Rio de Janeiro);
para aumento do pH, caso o pH se encontrasse abaixo de 5,2, uma solu¢do de NaOH

2M foi preparada a partir do NaOH solido 97% (Vetec, Rio de Janeiro).

O tempo de fermentagdo variou de 4 a 6 dias, dependo das condi¢des do
processo. A cada 24 horas uma amostra de 3 mL era retirada para as analises dos
metabdlitos, viabilidade celular e do °Br . Quando apds dois dias seguidos o °Br
apresenta valor estavel, concluia-se que a fermentacéo havia chegado ao fim. As Figuras

11 e 12 ilustram a etapa de fermentagdo no incubador.

Apls o término da etapa de fermentacdo, os erlenmeyers do ensaio foram
levados a uma geladeira acoplada a um controlador de temperatura para a etapa de
maturacdo (Figura 13). A maturacdo foi conduzida durante 7 dias, contados apds o
ultimo dia de fermentacdo, na temperatura de O °C. Esta etapa tem como objetivo
promover a estabilizacdo dos metabolitos formados na cerveja, bem como a
sedimentacdo das leveduras e detritos do malte e lupulo eventualmente suspensos
durante a fermentacdo. Ao final desta etapa, uma amostra de 3 mL foi recolhida para

analise e comparacgdo com o Ultimo ponto da fermentagéo.
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Figura 11. Ensaio de fermentagéo visto pelo interior do incubador.

L0

New Brunswick Scientific

Incubator Shaker Series |y

Figura 12. Incubador rotativo com controle de temperatura durante o ensaio de
fermentacdo a 23 °C.
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Figura 13. Fotografia da etapa de maturacdo pos-fermentacdo conduzida na geladeira
acoplada a um controlador de temperatura.

3.2.5. Medicao do grau brix (°Br)

A medicdo do °Br é muito importante para analise da concentracdo de agucares
no meio, da densidade do mosto cervejeiro, do progresso e do fim da fermentacdo. Para
medir o °Br, foi utilizado um refratbmetro portatil (Metler-Toledo modelo RSG-
100ATC, Suica), com uma escala de 0,2 °Br. A medicdo do °Br da amostra era
realizada colocando-se uma amostra sobre a lente azulada do aparelho e cobrindo o
porta amostras com a parte plastica movel, sem fazer forga para evitar o aparecimento
de bolhas. Um filme da amostra era entdo formado sobre a lente. Ao colocar o aparelho
contra a luz, era possivel fazer a leitura na escala do outro lado do aparelho. Na escala,

podia-se observar uma linha que dividia duas regides, uma branca e outra azul, que
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indicava o °Br da amostra. Na Figura 14 é possivel observar a escala do refratbmetro e o

equipamento de medicao.

Figura 14. Refratbmetro portatil e escala de medicdo para leitura do grau brix utilizado
nos experimentos.

3.2.6. Viabilidade Celular

A viabilidade celular é outro fator a que se deve atentar durante a fermentagéo
da cerveja. Para quantificar as células vivas, diariamente foi utilizado um método
colorimétrico com azul de metileno (Vetec, Rio de Janeiro). Primeiramente, as células
da amostra eram diluidas em &gua até atingirem uma quantidade de aproximadamente
100 células no hemocitémetro. Em seguida, era preparada uma solugédo aquosa de 0,1%
(m/v) de azul de metileno. Era misturado 1 mL da amostra diluida com 1 mL da solugao
de azul de metileno. A mistura era homogeneizada manualmente, com movimentos
rotacionais, por cerca de 2 min. A amostra era entdo analisada em um microscépio (nas
mesmas condi¢cBes da contagem) com auxilio de uma camara de Neubauer, para

possibilitar a contagem.

As células mortas, com suas membranas ja inativas, sdo permeadas pelo corante
azul e mudam de coloracdo para um azul intenso. Dessa forma, as células mortas foram

contadas e a porcentagem de células vivas (ndo coradas) obtidas caracterizou a
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viabilidade celular. Na Figura 15 é possivel observar as células 100% viaveis, de
coloracdo amarelada. A Figura 16 mostra as células utilizadas apés 1 més de
fermentagdo, ficando claro que algumas células ja estavam mortas, apresentando a

coloracdo azul caracteristica.

[

Figura 15. Fotografia de células com 100% de viabilidade, no inicio da fermentacao,
visualizadas em um microscopio eletrénico com o aumento de 400 vezes (Ensaio do

Ponto Central).

Figura 16. Fotografia de células mortas identificadas com o método colorimétrico com
azul de metileno, visualizadas em um microscépio eletrénico com o aumento de 400
vezes, apds um més de ensaio.
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3.3. ANALISES

As técnicas de cromatografia gasosa, GC-FID e GCMS, foram utilizadas como
métodos analiticos para analisar 0s componentes volateis formados durante a

fermentacao.

3.3.1. GCMS

Como citado anteriormente, foi realizada uma andlise qualitativa, para
determinar os componentes gerados pela levedura utilizada e escolher os componentes
que seriam estudados no trabalho. A analise foi conduzida em um cromatégrafo gasoso
(modelo 7890B da Agilent Technologies, Estados Unidos), acoplado a um
espectrometro de massa da mesma marca. O hidrogénio foi utilizado como fase maével.
Foi utilizada uma coluna capilar (modelo HP-5MS, 30m x 0,250 mm x 0,25um, Agilent
Technologies, Estados Unidos).

3.3.2.GC

Para as analises quantitativas dos experimentos, foi utilizado um cromatégrafo
gasoso (Agilent Technologies, modelo 7890A, Estados Unidos), acoplado a um detector
do tipo FID. O gas de arraste utilizado também foi o hidrogénio. O cromatografo conta
com um amostrador automatico e uma seringa de 10 puL. A coluna utilizada foi uma
coluna capilar (modelo DB-5 apolar, 50m x 320 um x 0,25 um, Agilent Technologies,
Estados Unidos).

A area do pico do etanol no cromatograma é muito superior a dos demais
componentes, isso ocorre devido ao componente estar presente em quantidades maiores
que os demais metabdlitos na cerveja. Assim, duas corridas com esses diferentes
métodos, uma para o etanol e outra para os demais metabolitos, foram realizadas, sendo
que a primeira usou um volume de injecdo menor e a segunda usou maior quantidade
injetada, para permitir a quantificagdo dos demais volateis. As condicdes utilizadas em

cada método estdo dispostas na Tabela 4.
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Tabela 4. Condic6es dos métodos cromatograficos utilizados para caracterizar o etanol e
os demais metabdlitos volateis.

Método Metabdlitos
Parametro Método Etanol o
Volateis
Volume de Injecao (nL) 1 5
Split Ratio 50:1 10:01
Temperatura de Entrada (°C) 200 200
Pressao de Entrada (psi) 5.7 6
Temperatura do FID (°C) 300 300
Vazéo de Hz no FID (mL/min) 30 30
Vazéo de Ar no FID (mL/min) 400 400
Vazdo de Makeup no FID
(mL/min) 25 25
Temperatura inicial do Forno (°C) 40 por 10 min 30 por 10 min
20 até 260 °C por 3
Rampa do Forno ) ) )
min 20 até 260 °C por 3 min

3.3.3. Extracdo Liquido-Liquido com salting-out

A fim de preparar as amostras para o procedimento cromatografico, foi realizada
uma extracdo com o solvente 1,2-dicloroetano (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e foi
utilizado o sal fosfato dibasico de potassio (Vetec, Rio de Janeiro) para o salting-out. A
combinacdo desse solvente com o sal viabilizou a detec¢do dos metabdlitos volateis de
interesse, possibilitando também fazer curvas de calibracdo para cada um dos
compostos no cromatografo gasoso e permitindo a posterior quantificacdo
(CHARANEK, 2016).

O método da extracdo consistiu em adicionar 3,5 g do sal em um tubo falcon de
15 mL, seguido da adi¢do de 2 mL da amostra e 2 mL do solvente utilizado. A mistura
do tubo era entdo homogeneizada em um vortex (Genie 2 da Scientific Industries,

Estados Unidos), por 2 min. Em seguida, a mistura era levada a uma centrifuga (Thermo
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Scientific modelo Sorvall Legend XTR, Estados Unidos), a uma velocidade de rotagédo
de 7000 rpm durante 10 min. Nesta etapa, as fases se separavam em fase organica e
aguosa. A fase menos densa (organica) era recolhida e filtrada com um filtro de teflon
(PTFE, Macherey-Nagel) com 0,22 um de diametro de poro, com o auxilio de uma
seringa. O filtro era descartado a cada amostra filtrada. O filtrado foi coletado em um
frasco de amostra proprio para o GC, deixando a amostra pronta para injecdo e

caracterizacéo.

3.3.4. Curvas de calibracdo para cada componente volatil

Com o intuito de viabilizar a quantificacdo dos componentes volateis estudados,
apos a obtencdo dos cromatograma no CG foram elaboradas curvas de calibracdo para
cada substancia. Essas curvas dispunham a relacdo entre a &rea do pico no
cromatograma e a concentracdo de cada metabdlito na cerveja. A realizacdo da curva
também permitia identificar o tempo de retencdo de cada componente, tornando

possivel diferencia-los em meio aos outros picos diversos do cromatograma.

A metodologia utilizada para preparo das solugfes foi a mesma explicada na
secdo anterior, utilizando a SALLE. Porém, ao invés de utilizar as amostras, solu¢des
aquosas com diferentes concentragdes de cada metabolito puro foram feitas e utilizadas
como padrdes para elaboracdo da curva. Assim, os padrbes utilizados foram de
acetaldeido (Vetec, 99%), acetato de isopentila (Sigma-Aldrich, 92%), etanol (Vetec,
99,8%), 2-metil-1-butanol (Sigma-Aldrich, 95%), &lcool fenetilico (Sigma-Aldrich,
99%) e triptofol (Sigma-Aldrich, 97%). As curvas de calibracdo obtidas sdo encontradas

no apéndice A.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados referentes aos
testes realizados para caracterizacdo e avaliacdo da levedura utilizada. Os resultados
obtidos com as fermentacGes em condicGes diferenciadas, assim como sua andlise

bioquimica e estatistica, também sdo mostrados.

4.1. AVALIACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DA
LEVEDURA

Inicialmente, foi realizado um teste qualitativo para avaliar se a levedura
escolhida para o trabalho era capaz de fermentar o mosto cervejeiro, por tratar-se de
uma levedura desconhecida e extraida da casca de jabuticabas. O teste consistiu em um
ensaio de fermentacdo a 21 °C e que teve a duracdo de seis dias, conduzido e analisado
como as fermentagGes descritas na se¢do anterior. No inicio da fermentacdo, apos 24
horas, pdde-se perceber a formacdo de uma espuma caracteristica da fermentacdo do
mosto cervejeiro, chamada de krausen, o que dava o indicio de que a levedura estava

fermentando bem o mosto.

As andlises foram primeiramente realizadas no GCMS, com a finalidade de
descobrir quais os componentes eram encontrados em quantidades mais significativas,
para posterior analise quantitativa e correlagdo dos dados. O equipamento identificou
seis metabdlitos considerados como principais, produzidos pela cepa escolhida: etanol,
acetaldeido, fenil etil alcool, 2-metil-1-butanol, triptofol e acetato de isopentila. Assim
esses produtos foram os selecionados para dar continuidade a pesquisa. A Figura 17

ilustra as formulas estruturais dos componentes estudados.
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Figura 17. Formulas estruturais dos compostos identificados no cromatografo gasoso
acoplado ao espectrdmetro de massa.

4.2. CARACTERIZACAO DA LEVEDURA COMO ALE OU
LAGER

O teste realizado para diferenciar uma levedura Ale de uma Lager mostrou que a
levedura isolada tem um melhor crescimento na temperatura mais elevada, 33 °C, do
que na temperatura mais baixa, de 24°C. Em 24 horas, a 33°C, obteve-se 600,13 x 108
células de leveduras, enquanto a 24 °C, apenas 195,3 x 10° células de leveduras foram
obtidas. Isto indica uma grande possibilidade da levedura ser do tipo Ale, que cresce

preferencialmente a altas temperaturas.

Os ensaios fermentativos realizados a 19 °C e 23 °C, também mostraram o0 quéo
rapidamente a levedura age na etapa de fermentacdo, que duraram 4 e 5 dias

respectivamente. Essa faixa de duracdo de fermentacbes também caracteriza uma
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levedura do tipo Ale. As leveduras isoladas de ambientes naturais sdo em sua maioria
do tipo Ale, apenas recentemente uma levedura isolada de ambiente natural foi

caracterizada como uma levedura Lager (LIBKIND et al., 2011).

4.3. VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular ¢ um fator considerado muito importante para a
fermentacdo. Em uma fermentacdo usual com leveduras comerciais da espécie S.
cerevisae, a Vviabilidade celular pode diminuir significativamente ao longo da
fermentacdo, o que ndo é interessante, pois muitas cervejarias reutilizam as leveduras
em bateladas futuras. Assim, garantir a viabilidade do inéculo durante essa etapa no

nivel mais alto possivel é fundamental.

A viabilidade da levedura extraida foi avaliada antes do microrganismo ser
inoculado e diariamente durante a fermentacdo. A porcentagem de células viaveis
manteve-se 100% durante as fermentacdes realizadas, o que mostra que a levedura é
resistente as perturbacdes do meio fermentativo. Entretanto, ndo foram realizados
ensaios consecutivos com 0 mesmo microrganismo, reaproveitando-o, como € feito em
muitas cervejarias, para observar em que momento a viabilidade diminui e as
caracteristicas do produto final podem ser afetadas negativamente. De forma assertiva, a

levedura se manteve viavel ao longo de todos os ensaios de fermentagé&o.

4.4. ENSAIOS FERMENTATIVOS

Realizando as fermentacOes propostas no planejamento experimental, pode-se
observar, durante os experimentos, que, de maneira geral a levedura fermentou
rapidamente o mosto, principalmente quando comparada com a levedura SO5 comercial,
utilizada no trabalho de CHARANEK (2016). A levedura usada no ensaio de
temperatura mais alta, 21 °C, fermentou o mosto em sete dias. A levedura isolada,
mesmo Nnos ensaios de temperatura minima, 15 °C, fermentou o mosto em seis dias. A

rapidez na qual um microrganismo fermenta o mosto € muito importante para 0s
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cervejeiros, pois a produtividade aumenta quando em um menor tempo de trabalho uma

maior quantidade de cerveja pode ser produzida.

O °Br ao longo de cada fermentacdo pode ser observado na Tabela 5. Quando
duas medidas de °Br apresentavam o mesmo valor, a fermentacdo era considerada
completa, pois era sinal que ndo havia diminuigdo nos acucares fermentesciveis do

meio.

Tabela 5. Valores medidos do °Br ao longo das fermentagdes.

° Brix durante as fermentagoes
Temperatura 15°C 19°C 23°C
°Brix Inicial 10,0 15,0 12,5 10,0 15,0
24h 9,2 13,8 10,0 7,0 10,8
48 h 7,4 10,2 7,8 5,6 8,2
72h 6,0 9,0 6,8 5,5 7,8
96 h 5,8 8,2 6,6 5,4 7,6
144h 5,6 7,8 6,5 5,4 7,6
168h 5,6 7,8 6,5 5,4 7,6
312h 5,6 7,8 6,5 5,4 7,6

Para aferir sobre a atenuacdo do mosto pela levedura utilizada, fez-se necessario
a correcdo do °Br final medido. A atenuacdo é a medida do qudo completa foi a
fermentagcdo do mosto; ou seja, sobre quanto os aglcares foram consumidos durante a
fermentagcdo. Porém, no fim da fermentacdo o °Br medido representa ndo s a
quantidade de agUcares restantes, como também as quantidades de etanol, glicerol e
alguns outros metabolitos, que podem afetar o indice de refracdo da luz do mosto. Além
disso, a quantidade de aclcares na cerveja caracteriza 0 qudo denso 0 mosto € e
normalmente a unidade °Plato (°P) é utilizada no lugar do °Brix para descrever a
densidade original e final do mosto, OG e FG, respectivamente.

A correcao e conversao dos valores de °Br para valores de OG e FG, para cada
ensaio, foi realizada em uma plataforma digital (Brewers Friends). O sitio disponibiliza

modelos prontos para correcdo e conversdo dos valores e é atualmente utilizado por
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muitos cervejeiros. As correces obtidas como valores de densidade especifica, sdo

encontradas na Tabela 6.

Tabela 6. Densidade especifica do mosto corrigida.

Densidade do mosto
Temperatura 15°C 19 °C 23°C
0G (°P) 10,00 15,00 12,50 10,00 15,00
FG (°P) 3,19 3,70 3,28 3,01 3,53

Na Tabela 6, pode ser observado que, independentemente da densidade inicial
do mosto, a densidade final atinge niveis semelhantes, mostrando que a levedura
consome 0s agucares até certo limite. Este fato pode ser atribuido a complexidade dos
aclcares que restam ao fim da fermentacdo. Aclcares de cadeia longa apresentam
diferentes ligacOes glicose-glicose entre amilose ou acUcares simples. Dependendo da

posicao dessas ligacOes, esse acucar pode ser ndo fermentescivel para a levedura.

Cada levedura atenua agucares de maneira caracteristica. Leveduras do tipo ale,
por exemplo, ndo séo capazes de metabolizar a melibiose (glicose-galactose) e utilizam
a maltotriose de maneira ndo eficiente (DEAK, 2007). Esses aglcares residuais ficam
presentes na cerveja, fazendo parte do complexo conjunto que gera o sabor e aroma
caracteristico de estilos de cervejas Ale (JASON, 1996). A levedura de estudo €
caracterizada como uma levedura Ale, o que pode explicar os altos niveis de agucares

residuais.

Outra hipotese levantada foi a de que a atividade da levedura estava sofrendo
uma inibicéo pelo etanol ou por algum metabolito secundario formado. Entretanto, para
cada condicéo de fermentacéo, esse inibidor seria formado em momentos e quantidades
diferentes. Nesse caso, a medida que o metabolismo da levedura fosse afetado a
fermentacgdo iria cessar. Esse efeito é diferente do que pode ser observado, pois em
quase todas os experimentos a fermentacdo atingiu maxima atenuacdo pela levedura.

Sendo assim, a hipdtese de inibicao foi descartada.
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4.4.1. Avaliacdo do perfil de concentracdo dos metabdlitos volateis durante a

fermentacado alcodlica

No processo de fermentacdo alcodlica, o etanol é o metabdlito volatil formado
em maior abundancia. Os niveis sensoriais de deteccdo de etanol na cerveja podem
chegar a 17000 mg/L, engquanto alguns ésteres, por exemplo, chegam no méaximo a 0,6
mg/L. Como citado, sabe-se que a temperatura e a quantidade de carbono disponiveis
para 0 microrganismo afetam o crescimento bem como a formagdo dos demais
metabdlitos. Com o0s ensaios fermentativos realizados, isto foi mais uma vez
confirmado. Como cada levedura gera uma resposta metabdlica diferente perante a
alteracéo das condic¢des do meio, com os experimentos realizados, pode-se avaliar como
essas interferéncias ocorrem.

A levedura extraida da casca da jabuticaba, quando colocada em um meio
fermentativo a 23 °C, j& apresenta uma quantidade elevada de etanol nas primeiras 24
horas, 21,18 e 13,63 g/L, para FO1 e FO2, quando comparada aos ensaios conduzidos a
temperaturas inferiores (Figura 18). Isso ocorreu porque o aumento de temperatura
favorece o transporte de aminodcidos, leucina e isoleucina, para dentro da célula,
aumentando a producdo de etanol pela rota Ehrlich.

O ensaio com maior °Br inicial e temperatura mais baixa (F04) apresentou
concentracéo final de etanol semelhante ao de temperatura mais alta para 0 mesmo °Br
inicial (FO1), o que pode ter ocorrido em funcdo dos tempos de duracdo das
fermentacdes. No ensaio FO1 a levedura gerou etanol rapidamente. Por volta do quarto
dia, o etanol, em concentracdes elevadas, comecou a ser consumido como fonte de
carbono. J& no ensaio F04, a producéo de etanol ocorreu lentamente, chegando a valores
mais altos apenas no ultimo dia de fermentacdo, que durou 2 dias a mais que a

fermentacdo FO1.

50



50

40
P e —
g s
= e
g 30 i -—
g / FO1
-]
': —l—F02
! / s
i) / -
& T FO3
g 20 / ':-
g i - —<—F04
H —ilf
I FOS
]
10
_,"-.
0
0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura 18. Perfis de concentracdo do etanol nas diferentes condi¢Ges de fermentacéo
(FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5; F04, T=15°C
e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).

No geral, o ensaio FO1, com valores do ponto maximo para temperatura e °Brix
inicial, apresentou o valor mais alto de etanol obtido dentre os experimentos, igual a
38,64 g/L, enquanto no ensaio FO4 a concentracdo de etanol chegou a 38,22 g/L. A
diferenca entre os teores de etanol obtidos nos ensaios foi pequena, 0 que indica que o
°Br inicial é uma variavel mais influente na geracdo de etanol do que a temperatura.
Mesmo a uma temperatura mais alta, com o °Br inicial baixo (F02), o etanol é também
produzido rapidamente, porém logo consumido para suprir a falta de uma fonte de
carbono no meio.

Em ambos os ensaios conduzidos no ponto de minimo do °Br inicial, observa-se
a partir do segundo e terceiro dia (FO2 e FO5) essa mesma queda no perfil de
concentracdo de etanol, que pode ser atribuida a baixa quantidade de acUcar
fermentescivel disponivel para levedura.

A utilizacdo do etanol, como fonte de carbono ocorre quando os niveis de
glicose estdo muito baixos para geracdo de energia metabolica e crescimento celular. A
levedura reprograma a expressdo de genes envolvidos na glicogénese, expressando

genes antes reprimidos, induzindo um atraso no ciclo celular. A celula passa de um
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modo fermentativo para um ndo fermentativo de crescimento (TURCOTTE et al.,
2009).

|Lan:tatn | | Etanol || Acetato

| G-6-P | Lactato Etano]
, . : : ADH2
Gun| | prkes, PRICT DLt ncetaldeidd ] Troatars
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VD24, GiD8

Figura 19. Rotas metabolicas e genes utilizados para regulacao celular, utilizando fontes
de carbono nédo fermentesciveis (TURCOTTE et al., 2009).

O etanol entra na célula por difusdo passiva e é metabolizado em acetaldeido
pela etanol desidrogenase, que € posteriormente convertido em acetato, pela
desidrogenase do acetaldeido, que por fim é transformado em Acetil-CoA, como
ilustrado no esquema da Figura 19 (TURCOTTE et al., 2009).

Uma consequéncia negativa da utilizacdo do etanol como fonte de carbono no
final da fermentacgdo é que os niveis de acetaldeido aumentaram, a medida que o etanol
era consumido nos ensaios FO1 e FO3, como pode ser observado nas Figuras 18 e 20. O
aldeido é considerado um “off-flavor” quando acima do limite de deteccdo, gerando
sabor de maca verde. Assim, nos ensaios citados, a fermentacdo deveria ter sido
interrompida no quarto dia, para evitar que o teor de aldeido aumentasse, ja que no dia
seguinte a este dia o °Brix ja havia sido estabilizado.

Conclui-se também que temperaturas mais baixas geram um teor inicial de
aldeido mais elevado, isso pode ser atribuido a lenta formacdo do etanol pela rota

metabdlica do glicerol, na qual o aldeido é formado primeiro. Porém, como age como
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um intermediario para a formacédo de etanol, o perfil de concentracdo desse composto
apresenta valores que flutuam até o fim da fermentacdo, terminando mais baixo nos
caso em que o etanol ainda era formado e mais alto nos ensaios em que o etanol ja
estava sendo consumido como fonte de carbono, como citado. Ensaios com menores

teores de etanol apresentaram teores mais altos de aldeido.
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Figura 20. Concentracbes do acetaldeido ao longo dos ensaios de fermentagdo em
diferentes condigOes (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e
°Br=12,5; FO4, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).

O efeito de combinacdo entre as variaveis em seus niveis maximos, no ensaio
FO1, gerou a concentracdo maxima de acetaldeido dentre as fermentagdes realizadas,
igual a 23,62 mg/L, valor que se aproxima bastante do limite de deteccdo. Esse teor de
aldeido elevado pode ser explicado pelo alto perfil de concentracdo de etanol durante
toda a fermentacdo, durante todo o experimento havia muito aldeido, formando o etanol.
Quando o teor devia se estabilizar, o teor de aldeido continuou aumentando devido a
utilizacdo da fonte ndo fermentavel de carbono.

Os ensaios F02, FO3 e FO5 apresentaram valores para a concentracdo de aldeido
no meio bem abaixo do limite de deteccdo sensorial, na faixa de 6,03 a 11,45 mg/L.
Sendo assim, essas condi¢Ges podem ser aplicadas quando se deseja evitar a presenca de
aldeido em grandes quantidades no produto final.

53



O segundo metabolito produzido em maior abundancia, dentre os analisados, foi
0 alcool fenetilico. Este composto € um alcool superior com aroma de rosas e é formado
por reacdes que ocorrem paralelamente a reacdo de formacdo do etanol, assim como
outros alcoois superiores, que podem ser produzidos anabolicamente a partir da glicose
ou catabolicamente pelos seus aminoacidos correspondentes pela rota de Ehrlich
(REAZIN, et al., 1970).

A producdo catabolica dos alcoois ocorre porque essa é a via pela qual as
leveduras obtém nitrogénio a partir dos aminoécidos ramificados. A reacdo por vias
anabolicas a partir do piruvato, gerado pelo consumo da glicose, sé acontece quando o
meio é suplementado com alguma fonte externa de nitrogénio, como, por exemplo, 0
amonio (DERRICK e LARGE, 1993).

Como dito anteriormente, 0 aumento na temperatura gera um aumento do
transporte de aminoécidos para a célula, viabilizando a rota de Ehrlich, aumentando a
concentracdo do alcool fenetilico no meio. Isto pode ser observado na Figura 21 com

auxilio dos dados obtidos nos ensaios.
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Figura 21. Perfis de concentracdo para o alcool fenetilico (FEA) nas diferentes
condigdes de fermentacdo realizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10;
FO03, T=19°C e °Br=12,5; FO4, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).
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O teor de carbono do meio também afeta a formacgdo desse composto. Pode-se
observar que nas baixas temperaturas (FO4 e F05) os niveis iniciais de alcoois sdo bem
baixos. Entretanto, quando combinado a um alto °Br inicial (FO4), a quantidade de
alcool obtida no fim da fermentacdo, igual a 37,51 mg/L, é maior que a quantidade de
alcool gerada no ensaio FO2 (de maior T e menor °Br), igual a 32,46 mg/L. Algo
semelhante ocorreu para a formacdo do etanol, porém com menor intensidade, ja que 0s
valores finais para o ensaio FO1 e FO4 foram bem distintos, iguais a 47,9 mg/L e 37,51
mg/L, respectivamente.

Além do tempo prolongado de fermentacdo para o ensaio FO4, o aumento da
concentracdo de alcool com o aumento do °Br inicial € decorréncia das maiores
quantidades de acUcares no meio disponiveis para serem consumidos pela levedura, o
que regula o metabolismo da levedura, consequentemente, acelerando a fermentacéo.
Neste caso, torna-se um pouco mais dificil de concluir qual variavel € a mais influente
na formacdo do composto. Comparando os ensaios FO3 e F04, 32,59 mg/L e 37,51
mg/L, vé-se que um maior °Br gerou um pouco mais de alcool que temperatura mais
alta. Dessa forma, assim como o etanol, o alcool fenetilico € mais influenciado pela
quantidade de agucares fermentesciveis.

Algo a que se deve atentar nas analises € o limite de deteccdo sensorial do
composto no produto final. O alcool fenetilico pode estar presente na cerveja até um
limite por volta de 40 mg/L; sendo assim, as condi¢Oes dos ensaios FO2, FO3 e FO5
mostram-se mais adequadas.

Outro alcool superior analisado foi o 2-metil-1-butanol (2m1b). Este alcool de
cadeia ramificada intensifica o sabor alcodlico da cerveja e confere uma caracteristica
calida a mesma, gerando um aroma floral e frutado. O 2m1b é um dos alcoois mais
formado pelas leveduras utilizadas na fermentacgéo alcodlica de cervejas e vinhos; Dessa
forma, essa rota metabolica de formacdo é bem estabelecida (ver Figura 4 do capitulo
2).

Os perfis de concentracdo para este metab6lito ao longo das fermentacGes
realizadas sdo mostrados na Figura 22. Pode-se assim observar que a concentragdo do
2m1lb varia de forma bem semelhante a do etanol. A temperatura e o °Br favorecem a
formacédo do alcool e o °Br também parece afetar mais a formagdo desse composto do
que a temperatura. Porém, particularmente neste caso, vé-se que a influéncia da
temperatura € um pouco maior que na geragdo de etanol e um pouco menor que na

geracao no alcool fenetilico, quando comparada a influéncia do °Br.
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No ensaio FO1, o teor maximo de 2mlb atingido foi de 33,21 mg/L,
estabilizando em um valor proximo de 31,34 mg/L. J& no experimento de menor
temperatura e maior °Br, FO4, a concentracdo de 2mlb crescem gradativamente até
25,61 mg/L. Todas as condi¢des estudadas geraram niveis deste alcool dentro do limite
de deteccdo sensorial; porém, os experimentos FO4 e FO5, apresentam teores muito

baixos, 0 que pode afetar o equilibrio final do sabor e aroma da cerveja almejada.
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Figura 22. Concentracdo do 2-metil-1-butanol (2m1b) ao longo das fermentacGes nas
diferentes condigcdes experimentais utilizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e
°Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5; F04, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).

O ultimo e ndo menos importante alcool superior estudado foi o triptofol. Este
alcool é derivado de aminodcidos arométicos e é produzido por microrganismos
associados a fermentacdo vinica. O composto induz o sono em seres humanos e, se
produzido em excesso, valores superiores ao do limite de deteccdo sensorial, pode gerar
um sabor amargo na cerveja (MAS et al., 2014). As concentragdes obtidas ao longo dos

diferentes ensaios fermentativos estdo apresentadas na Figura 23.

O modo como a concentracgao do triptofol varia ao longo dos ensaios mostrou-se

diferente do que foi visto anteriormente para os demais alcoois superiores. Nos ensaios
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conduzidos com maiores teores de acUcar iniciais, FO4 e FO05, as concentracdes
comecaram baixas; contudo, a medida que a fermentacdo ocorria, o nivel de triptofol
chegou as concentracBes maximas finais. No ensaio F04, obtiveram-se 5,55 mg/L de
triptofol ao fim da fermentacéo, enquanto no FO5 a concentracdo chegou a 5,40 mg/L.
Os valores foram bastante similares e deram a ideia de que o °Br afeta pouco a formagéo

do composto.
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Figura 23. Perfil de concentracédo do triptofol nas diferentes condi¢des de fermentacéo
realizadas (FO1, T=23°C e °Br=15; F02, T=23°C e °Br=10; F03, T=19°C e °Br=12,5;
F04, T=15°C e °Br=15 e F05, T=15°C e °Br=10).

Quando sdo comparados os ensaios de mesmo °Br e diferentes temperaturas, FO1
e F04, por exemplo, observa-se , no ensaio FO1 que nas primeiras 24 horas de
fermentacdo o triptofol é gerado em altas quantidades; porém, logo é consumido e o seu
perfil oscila até uma concentracdo final de 4,6 mg/L. Esta concentracdo € menor que a
obtida no ensaio F04, 5,55 mg/L, e menor também que a concentracao obtida no ensaio
FO5, 5,4 mg/L, de menor temperatura e °Br. Este fato mostra que a temperatura interfere

negativamente na formacao deste alcool superior.
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A via metabolica para a formacdo do triptofol como para os demais alcoois
superiores, € a rota de Ehrlich. Entretanto, segundo SZLAVKO (1973), a decarboxilase
do &cido 3-indole piravico é realizada por uma enzima separada e diferente da piruvato
descarboxilase encontrada na formacao dos demais alcoois. O motivo deste fato e quais
efeitos causam ndo foram encontrados na literatura. Mas em trabalhos posteriores, a
autora concluiu que um aumento na glicose do mosto, aumenta a quantidade de triptofol
formado (SZLAVKO, 1974). Contudo, ndo ha informacdes sobre como a temperatura
afeta o nivel desse composto ao final da fermentacdo. Uma hipdtese levantada é que a
mudanca na rota metabdlica citada possa ser viabilizada a baixas temperaturas, que por
sua vez desfavorecem a acao das enzimas convencionais para a formacdo dos demais
alcoois. Em trabalhos mais recentes, pesquisadores citaram que 0 mecanismo de
formacdo do triptofol estd ligado a uma mudanca genética nas leveduras que o
produzem, podendo variar de um microrganismo para outro, algo que dificulta a
compreensdo da relacdo entre temperatura e a concentracdo do metabolito na
fermentacdo (MAS et al., 2014).

Em geral, os niveis de triptofol encontrados estdo bem abaixo do limite de
deteccdo sensorial e proximos a valores encontrados em cervejas Ale comercializadas.
Dessa forma, as condi¢des utilizadas para formacdo desse composto podem ser
consideradas apropriadas, dependendo da cerveja que se deseja produzir.

O éster identificado nas analises qualitativas e analisado quantitativamente em
todas as cinco fermentacGes foi 0 acetato de isopentila. Este éster apresenta cheiro
caracteristico de banana e, como 0s demais ésteres, pode exercer grande impacto no
sabor da cerveja. Quando em altas concentragdes no produto final, os ésteres sdo
considerados “off-flavors”. Contudo, se produzidos em baixas quantidades, além de
trazer aromas agradaveis doces e frutais, amenizam o aspecto ran¢oso que pode ser

notado com a presenca de acidos graxos, ja que estes sdo consumidos na esterificacéo.

58



% 1,20
PUE

£ : *
= e
=
[=]
-
a 0,80 ——F01
5
£ ¢ . —-F03
g FO4
=
3 0,40

-

—n
.--".
0,00 L e
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Tempo (h)

Figura 24. Valores de concentracdo para o acetato de isopentila (Al) ao longo dos
ensaios de fermentacdo em apenas trés (FO1, T=23°C e °Br=15; F03, T=19°C e °Br=12,5
e FO4, T=15°C) das cinco diferentes condicdes utilizadas.

Com auxilio dos perfis de concentracdo elaborados com os dados obtidos,
mostrados na Figura 24, pode-se notar, comparando-se os ensaios F04 e FO3, conduzido
a uma temperatura mais alta, porém menor °Br, a grande influéncia que o °Br exerce
sobre a formagdo do éster. No ensaio FO4 o nivel de éster chegou a 0,41 mg/L,
superando o nivel do ensaio FO3, que atingiu 0,14 mg/L. Conclui-se assim que, quanto
maior € o °Br, maior é a producdo do acetato de isopentila. Nos ensaios de ponto
minimo de °Br inicial, 10°Br, o éster ndo atingiu concentracdes necessarias para
deteccdo no GC pelo método proposto, ndo aparecendo no perfil.

Os ésteres de acetato sdo formados na fermentacdo alcoolica por meio da
esterificagdo (ver Figura 6). Essa reagdo combina o etanol ou um alcool superior com a
coenzima A e é catalisada pela acetato transferase (AAT). Como dito, um aumento na
concentracdo de carbonos no mosto regulariza o metabolismo celular, viabilizando a
producdo dessa enzima e consequentemente, aumentando o nivel de ésteres formados
(ENGAN, 1970).

A maior concentracdo de éster obtida foi no ensaio FO1, que combina uma maior
temperatura com um maior °Br inicial. O teor do éster chegou a 0,63 mg/L neste ensaio,
mostrando que o aumento na temperatura também favorece a formacdo dos ésteres de

acetato. Este fato deve-se ao efeito do aumento na temperatura viabilizar a formacao de
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alcoois e a consequente formacdo de ésteres. Além disso, a alta temperatura torna a
membrana, em que se liga a AAT, mais fluida, liberando-a no meio, aumentando sua
atividade e acelerando a formacdo de ésteres (PEDDIE, 1990). A cepa de levedura
utilizada também influéncia a formacéo desses metabdlitos. Como a enzima que catalisa
a esterificacdo, AAT, esta ligada a membrana celular da levedura, quanto mais a espécie
possuir AAT, mais ésteres ela é propensa a formar. Leveduras Ale, normalmente
produzem ésteres, que ja sdo pouco ou ndo encontrados em cervejas produzidas por uma
levedura Lager (ENGAN, 1970). Este é mais um indicio de que a levedura estudada é

do tipo Ale.

4.4.2. Avaliacdo da estabilizacdo dos metabdlitos ao fim da maturacéo

E muito importante estabelecer o tipo de cerveja que se deseja produzir, para
inferir sobre as melhores condicGes para gerar um produto final equilibrado nos
metabolitos estudados. Além disso, o processo de producdo de cerveja ndo para na
fermentacdo. ApOs esta etapa, um processo de maturacdo é realizado almejando a
estabilizacdo dos metabolitos formados na etapa anterior e a sedimentacdo de detritos
solidos e de leveduras que tenham ficado em suspenséo.

Uma tabela, com os valores de concentracdo dos metabolitos obtidos ao fim das
etapas de fermentagdo e de maturagdo foi elaborada com a finalidade de observar se ha
mudancgas significativas de uma etapa para outra (Tabela 7). Avalia-se, assim, se 0
controle da fermentacdo torna possivel obter uma concentracdo final desejada dos
componentes. Em geral, para todos os metabolitos, com execdo do acetaldeido, as
concentrages no fim da maturagdo se estabilizaram em valores inferiores ou muito
proximos aos teores observados ao final da fermentacdo. Isso indica que controlando, a
etapa de fermentacdo, pode-se obter uma quantidade desejada de um certo metabdlito
no produto final.

Para o etanol, todas as concentragfes diminuiram um pouco na maturacao,
exceto no ensaio FO3, em que houve um aumento proporcional a diminui¢do notada nas
demais condicdes. Em contrapartida, para o acetaldeido, todas as concentracdes
aumentaram significativamente na maturacdo, chegando a ultrapassar o limite de
deteccdo nos ensaios FO1 e FO4. Para este metabolito, a condi¢do FO3 foi aquela em que

0 aumento do teor do composto foi menos significativo.
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Tabela 7. Valores de concentracdo final para os metabdlitos volateis estudados nas
etapas de fermentagdo e maturacao.

Concentracdo final (mg/L)
Metabélito Condig¢6es | Fermentacdo | Maturagao
Fo1 37590,21 | 36799,84
F02 16243,53 15564,80
Etanol FO3 28680,85 | 30425,01
Fo4 38221,03 | 37559,29
FO5 10526,32 10188,19
Fo1 23,62 32,83
F02 6,43 11,48
Acetaldeido FO3 11,05 14,30
FO4 13,46 27,86
FO5 7,34 14,77
FO1 47,91 45,71
] FO2 37,12 32,46
Alcool
FO3 32,59 32,31
Fenetilico
FO4 37,51 37,52
FO5 26,05 26,80
FO1 31,34 27,94
F02 6,71 5,40
2mib FO3 15,21 16,50
Fo4 25,61 25,86
FO5 7,89 7,31
Fo1 4,60 3,06
FO2 4,01 1,22
Triptofol FO3 2,19 2,76
Fo4 5,55 5,87
FO5 5,40 5,29
Fo1 0,63 0,07
Al FO3 0,14 0,00
FO4 0,32 0,17
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Uma hipotese que pode explicar o ocorrido € que se o0 etanol, presente na
cerveja, entrar em contato com o oxigénio do meio apds a fermentacdo, ele pode ser
oxidado e formar aldeido e &gua, diminuindo a concentra¢do do alcool e aumentando a
formacdo do aldeido a niveis indesejaveis. Para evitar que isso ocorra, a maturacao deve
ocorrer a temperaturas intermediarias, por volta de 10 °C, para uma levedura Ale, a fim
de que a levedura continue metabolizando esse aldeido a alcoois, mesmo que de forma
lenta, até que o composto seja em sua maioria consumido. Apds um periodo de 7 a 10
dias é que a temperatura deve ser diminuida a 0 °C para sedimentacgdo das leveduras. O
processo deve ocorrer sem que haja oxigenacédo da cerveja.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos com a realizacdo dos ensaios propostos pelo planejamento
experimental foram analisados estatisticamente para que mais informacGes sobre o
sistema pudessem ser levantadas e um modelo empirico para cada metabdlito fosse
formulado. As primeiras manipulacdes estatisticas realizadas foram o calculo da média
e variancia, levando em conta as 10 réplicas de cada experimento. Os valores de média
e variancia para cada condicdo de fermentacdo, juntamente com os dados gerais, estdo

apresentadas no Apéndice B.

Com os valores de média, variancia amostral e conhecendo o numero de réplicas
dos experimentos, o teste t de student pdde ser empregado, para que o intervalo em que
a média verdadeira se encontra fosse estabelecido. As Equacdes (1) a (4) (capitulo 2)

foram aplicadas e um intervalo de confianca de 95% foi assumido para os calculos.

A Figura 25 mostra em um grafico de sobreposi¢des, como a concentragdo de
etanol varia, levando em conta as 10 réplicas realizadas para cada condicdo
experimental. Com o auxilio dos intervalos de confianga da média calculados com o
teste t, pode-se ver que a amplitude do intervalo de confianga varia ndo sé com o tempo,
mas também com a condicdo experimental utilizada. Nos ensaios conduzidos a
temperaturas mais baixas, FO4 e FO5, nota-se que o intervalo comeca menor e que a
medida que a concentracdo de etanol aumenta, a amplitude do intervalo também

aumenta, voltando a diminuir ao fim da fermentacéo. Esta variagdo do erro ao longo do
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tempo é muito interessante, pois pode estar relacionada com a cinética da fermentagéo

alcodlica.
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Figura 25. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo do etanol nas cinco condi¢des de fermentacdo, obtidos pelo teste t de
Student.

Temperaturas mais elevadas aceleram muito o metabolismo fermentativo das
leveduras. Ao mesmo tempo em que estdo sendo formados, os metabdlitos j& comegam
a ser consumidos, o que pode dificultar a analise de como o erro varia ao longo do
tempo e a associacdo desse fato com a cinética de fermentacdo ou aumento de
concentracdo dos compostos no meio. Isso € particularmente verdadeiro no caso do

etanol que é produzido em elevadas quantidades.

As variacdes das meédias para 0 2mlb ao longo do tempo e para todas as
condigdes de fermentacdo, apresentadas na Figura 26, mostram um comportamento
semelhante ao do etanol. Nas fermentacfes com a temperatura de 19°C, o intervalo de
confianca comeca bem pequeno e aumenta com o tempo, diminuindo novamente no fim
do processo. J& nos outros ensaios fica dificil notar algum padrdo na varia¢do, embora

variagdes sempre estejam presentes.
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Figura 26. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de 2mlb nas cinco condigdes de fermentacdo, obtidos pelo teste t de
Student.

O fato de haver semelhancas na variacdo do intervalo de confianca para esses
alcoois pode significar que eles estdo conectados e que as informacgfes estatisticas
obtidas carregam informacdes sobre as vias metabdlicas do processo. Como visto
anteriormente, a formacdo do 2m1b, um alcool superior, ocorre paralelamente a geragédo

de etanol, o que pode explicar o comportamento observado.

Os demais metabolitos ndo parecem apresentar padréo estabelecido de variagoes,
para nenhum dos ensaios, no que diz respeito a variacdo da amplitude do intervalo de
confianga. Uma hipdtese para a decorréncia desse fato € que esses metabolitos possuem
rotas metabdlicas mais complexas o que dificulta avaliar qualquer relacdo entre os erros
de medida e a formacdo das variaveis, por meio deste teste. Em outras palavras, as
flutuacBGes podem ser regidas principalmente pelo erro experimental de medicdo e ndo
pelas correlagdes induzidas pelo mecanismo. As demais sobreposi¢des de intervalos de
confianca das médias oriundas do teste t de student, para o acetaldeido, triptofol, &lcool
fenetilico e acetato de isopentila, estdo dispostos nas Figuras de 27 a 30 a seguir.
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Figura 27. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de acetaldeido nas cinco condicdes de fermentacdo, obtidos pelo teste t de
Student.
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Figura 28. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de triptofol nas cinco condicGes de fermentacdo, obtidos pelo teste t de
Student.
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Figura 29. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de alcool fenetilico (FEA) nas cinco condi¢cbes de fermentacdo, obtidos
pelo teste t de Student.
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Figura 30. Sobreposicdo dos intervalos de confianca para a média amostral da
concentracdo de acetato de isopentila (Al) nas cinco condigdes de fermentacéo, obtidos
pelo teste t de Student.

E importante perceber que o fato dos intervalos de confianca das médias nio se

sobreporem indica que as variaveis ndo sdo estatisticamente equivalentes, sendo
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provavelmente resultantes das perturbac6es do plano experimental. Portanto, as medidas
parecem ser sensiveis as variagdes impostas pelo plano, justificando o esforco posterior

de modelagem.

Para inferir sobre as variancias amostrais dos experimentos e observar como elas
variam, aplicou-se o teste F de Fisher, utilizando as Equacdes de (5) a (7) (capitulo 2) e
considerando o intervalo de confianca de 95%. A Figura 31 mostra o grafico que
representa o teste F para as medidas de concentracdo de etanol em todas as
fermentacOes realizadas. As linhas verticais pretas sdo os limites F1 e F2 do teste e 0s
pontos azuis representam os valores obtidos de F, tendo como referéncia a variancia do

primeiro ponto da primeira condi¢do, FO1.
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Figura 31. Teste F de Fisher aplicado as variancias da concentracdo de etanol em todas
as condigdes de fermentacéo.

Como pode ser observado, apenas trés pontos dos testes estdo dentro do
intervalo de confianca do teste F, incluindo o ponto que representa a referéncia dividida
por ela mesma. Isso significa que, como a média, a variancia amostral também varia ao
longo do tempo e das condi¢cdes experimentais de fermentacdo. Dessa forma, descarta-
se a hipotese de que os erros do sistema sejam apenas erros analiticos de medicdo, uma
Vez gue nos casos em que os erros analiticos controlam, as variancias sao similares, nao
variando muito com diferentes condi¢cBes experimentais. O sistema € dito
heterocedastico, pois apresenta variancias que mudam na regido de experimentacao.
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A mudanca observada no intervalo das variancias amostrais para as diferentes
condicBes fermentativas foi notada ndo s6 para o etanol, mas para todas as demais

variaveis, como pode ser observado nas Figuras 32 a 36.
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Figura 32. Teste F de Fisher aplicado as variancias da concentracdo de 2-metil-1-

butanol em todas as condigdes de fermentacéo.
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Figura 33. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentracdo de acetaldeido em

todas as condicdes de fermentagéo.

[:H]

8

b ®

2 e . '—'j‘i;—-

5 e w1

E 1 T

\ . ] :

z ® o L ® e

0,001 0,01 01 Fl1 1 F2 10

F
Figura 34. Teste F de Fisher aplicado as variancias da concentragdo de triptofol em

todas as condicdes de fermentagéo.
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Figura 35. Teste F de Fisher aplicado as variancias da concentracdo de alcool fenetilico

em todas as condicdes de fermentacao.
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Figura 36. Teste F de Fisher aplicado &s variancias da concentragdo de acetato de

Isopentila em todas as condicOes de fermentacao.

Da andlise realizada, com auxilio dos testes t e F, pode-se concluir que, devido
as variagdes significativas da média e da variancia dos dados com o tempo e para as
diferentes condicdes de fermentacdo, uma modelagem cinética do problema pode e deve
ser proposta. A modelagem empirica dos dados para cada varidvel viabilizara uma

melhor visualizacéo das tendéncias do processo.

4.5.1. Analises das matrizes de correlacéo

Outra forma de avaliar como as variaveis estdo relacionadas em funcdo do

tempo e das condigdes experimentais faz uso de matrizes de correlacbes dos dados.
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Primeiramente, as matrizes foram compostas os dados didrios de cada fermentacdo
realizada, a fim de avaliar como dentro de cada condicdo experimental aquelas variaveis
se relacionam ao longo do tempo. Em seguida, matrizes de correlagdo para cada
condicgéo de fermentacdo, foram elaboradas com o intuito de obter informacdes de como
as diferentes condicbes afetam a intensidade com que as variaveis se relacionam. Por
fim, uma matriz de correlacdo global, englobando todos os dados de todos os
experimentos, foi calculada, com o intuito de averiguar se havia alguma correlacéo

significativa no conjunto da faixa experimental.

As correlacGes foram obtidas utilizando o software StatSoft STATISTICA v8.0
e somente foram consideradas relevantes quando apresentaram valores iguais ou
superiores a 0,7. Analisando as correlagbes calculadas diariamente para a primeira
condicdo, FO1, pode-se notar que a correlacdo entre o etanol e 0 2mlb, para os trés
primeiros dias, comeca pouco relevante, mas que, aumenta a medida que o tempo de
fermentacdo vai aumentando. A Tabela 8 mostra os valores para correlacdo dessas

variaveis.

Tabela 8. Valores de correlacdo entre o etanol e o 2mlb obtidos das matrizes de
correlacdo diarias da condigdo FO1.

FO1
Tempo (h) Correlagdo Etanol x 2m1b
24 0,64
48 0,70
72 0,75
96 0,50
144 0,91

O mesmo fato pode ser observado para o ensaio FO4, mostrado Tabela 9. De
maneira muito similar, a correlacdo entre essas variaveis comeca bem baixa, aumenta
até o terceiro dia, é reduzida no quarto dia de fermentacéo, atinge um valor maximo no
quinto dia, voltando a diminuir nas Ultimas 24 horas (vale ressaltar que essa

fermentacao durou um dia a mais).
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Tabela 9. Valores de correlacdo entre o etanol e o 2mlb obtidos das matrizes de
correlagdo diarias da condigdo FO4.

FO4
Tempo (h) | Correlagdo Etanol x 2m1b
24 0,19
48 0,84
72 0,93
96 0,55
144 0,95
168 0,48

Essas fermentacfes tém em comum o ponto maximo para o °Br e foram também
as condicdes nas quais as variaveis foram formadas em concentragcGes mais elevadas, o
que pode ter viabilizado a deteccdo de alguma correlacdo entre as varidveis. Para
entender melhor como o 2m1b e o etanol estdo correlacionados ao longo do tempo, um
grafico para cada condicdo contendo a sobreposicdo dos perfis de concentracdo

(médias) dos compostos foram elaborados como pode ser observado nas Figuras 37 e
38.
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Figura 37. Sobreposicdo dos perfis de concentracdo do etanol e do 2mlb para a
condigéo FO1.
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Figura 38. Sobreposicdo dos perfis de concentracdo do etanol e do 2mlb para a
condigéo FO4.

Por meio da sobreposicdo dos perfis de concentracdo, pode-se concluir que as
formacbGes dos dois metabdlitos estdo correlacionadas, podendo estar havendo
acoplamento entre as rotas de biossintese de ambos ou do 2mlb e do crescimento
celular, j& que a formacdo de etanol é acoplada ao crescimento celular também. No
quarto dia de fermentacdo do experimento FO4, o etanol é utilizado como fonte de
carbono para a levedura, sendo responsavel por algumas mudangas no metabolismo
celular, o que explicaria a reducdo no nivel de correlacdo entre as varidveis, que se
estabiliza num momento seguinte, voltando a aumentar, a medida que a se adapta ao
metabolismo modificado. Quanto mais esses metabolitos sdo produzidos e estdo em
maiores concentragdes no meio, mais intensa é a relacdo metabolica e estatistica entre

eles.

Um gréfico relacionando o coeficiente de correlagdo com o tempo de
fermentacdo foi elaborado para mostrar que as variacdes do experimento trazem
informacBes sobre a cinética do problema. Deve ser observado o mesmo
comportamento qualitativo, que permite supor que o fendémeno observado ndo é

aleatorio e que reflete algum efeito cinético.
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Observando as correlagdes gerais realizadas para cada condi¢do, como mostrado

nas Tabelas 10 a 12, uma tendéncia também pode ser observada. Para a maioria das

condicBes ha correlacdo entre o etanol e o 2mlb, com exce¢do da condigdo de

temperatura e °Br mais baixos, F05.

Tabela 10. Matrizes de correlagdo geral para as condi¢des FO1 e FO2.

Correlagao FO1
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,95 0,66 -0,38 0,65 0,15
2milb 0,95 1,00 0,67 -0,23 0,68 0,18
Acet 0,66 0,67 1,00 -0,22 0,42 -0,53
Trip -0,38 -0,23 -0,22 1,00 -0,10 0,07
FEA 0,65 0,68 0,42 -0,10 1,00 0,13
Al 0,15 0,18 -0,53 0,07 0,13 1,00
Correlagao F02
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,72 -0,12 0,14 -0,11 -
2m1lb 0,72 1,00 0,23 0,08 0,31 -
Acet -0,12 0,23 1,00 -0,38 0,21 -
Trip 0,14 0,08 -0,38 1,00 0,24 -
FEA -0,11 0,31 0,21 0,24 1,00 -
Al - - - - - 1,00
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Tabela 11. Matrizes de correlacdo geral para as condi¢des de FO3 e FO4

Correlagao F03
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,94 0,65 0,66 0,77 0,41
2milb 0,94 1,00 0,77 0,75 0,85 0,43
Acet 0,65 0,77 1,00 0,60 0,69 0,08
Trip 0,66 0,75 0,60 1,00 0,63 0,38
FEA 0,77 0,85 0,69 0,63 1,00 0,43
Al 0,41 0,43 0,08 0,38 0,43 1,00
Correlagdao FO4
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,97 0,41 0,77 0,88 0,60
2milb 0,97 1,00 0,52 0,77 0,89 0,48
Acet 0,41 0,52 1,00 0,31 0,36 -0,05
Trip 0,77 0,77 0,31 1,00 0,89 0,26
FEA 0,88 0,89 0,36 0,89 1,00 0,36
Al 0,60 0,48 -0,05 0,26 0,36 1,00
Tabela 12. Matriz de correlacdo geral para a condicdo FO5.
Correlagao F0O5
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,61 -0,10 0,32 0,71 -
2mib 0,61 1,00 0,32 0,85 0,68 -
Acet -0,10 0,32 1,00 0,45 0,34 -
Trip 0,32 0,85 0,45 1,00 0,57 -
FEA 0,71 0,68 0,34 0,57 1,00 -
Al - - - - - 1,00

A correlagdo varia ndo s6 com o tempo de fermentacdo, mas também com o
aumento do °Br e a diminui¢cdo da temperatura. Por exemplo, os ensaios FO1 e F04,
apresenta valor méximo de °Br, porém apresentam valores maximo e minimo de
temperatura, respectivamente. A correlagdo geral no ensaio FO1, 0,95, € um pouco
menor que no ensaio FO4, 0,97. No ensaio F03, o ponto central, observou-se uma
correlagdo um pouco mais baixa que nos casos citados. Apesar de ter ocorrido uma
diminuicdo na temperatura, também houve reducdo no °Br, o que pode ter afetado mais

a correlacao.
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De uma forma geral, com a diminuicdo da temperatura e o aumento no °Br
inicial, observou-se um aumento no numero de correlacBes significativas entre as
variaveis. Isso pode ser justificado pelo ao fato de, haver mais equilibrio na formacéao
dos metabdlitos, ja que a uma temperatura mais baixa, os metabolitos sdo formados
mais lentamente, e as rotas de biossintese podem ser diferenciadas mais eficientemente.
Algo que também pode ser observado é o fato que as correlagbes que surgiram nas
condi¢cdes FO3 e FO4, foram em sua maioria entre os alcoois superiores, 0 que pode
indicar uma relacdo metabdlica. Isso faz muito sentido, ja que a maioria dos alcoois

superiores é formada pela via de Ehrlich.

Apesar de informar pouco sobre o processo, ja que leva em conta todos os
dados de todas as condi¢Bes experimentais simultaneamente, a matriz de correlacdes
global também confirmou a forte correlacdo entre o etanol e o 2mlb, reforcando os
resultados antes obtidos e as possiveis hipdteses levantadas. Essa matriz pode ser vista
na Tabela 13. As demais correlagcdes ficam menos relevantes, indicando que os efeitos

experimentais sobre as diferentes variaveis medidas sdo distintos.

Tabela 13. Matriz de correlagdes global entre as variaveis.

Correlagao Global
Et 2milb Acet Trip FEA Al
Et 1,00 0,92 0,55 0,40 0,75 0,63
2mib 0,92 1,00 0,68 0,46 0,76 0,72
Acet 0,55 0,68 1,00 0,24 0,43 0,23
Trip 0,40 0,46 0,24 1,00 0,46 0,27
FEA 0,75 0,76 0,43 0,46 1,00 0,55
Al 0,63 0,72 0,23 0,27 0,55 1,00

4.5.2. Andlises das direcoes principais do processo: PCA

A andlise das direcBes principais ou autovalores do sistema é de grande
importancia para investigar se as flutuagdes experimentais sdo, de fato, induzidas por
uma fonte comum de erros e para determinar quantos fatores, ou seja, direcdes
caracteristicas concentram as flutua¢bes do sistema. A analise foi realizada com o

software StatSoft STATISTICA v8.0 e pode nos dar informac6es sobre a cinética local
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do processo. De acordo com o procedimento padrdo de PCA, os autovalores e
autovetores das matrizes de covariancia dos componentes das reagdes metabolicas
foram computados para cada experimento de fermentacdo realizado e ordenados em
ordem decrescente de magnitude. Os dados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 14 e

15 e os valores em negrito sdo considerados significativos dentro dos niveis de
confianca de 95%.

Tabela 14. Andlise das direcdes principais para as condi¢des de fermentacdo FO1 e F02,
considerando todas as medidas disponiveis.

Condicbes

FO1 (T=23°C e °Br=15) FO2 (T=23°C e °Br=10)
Fator 1 | Fator2 | Fator 3 | Fator1l | Fator 2 | Fator 3
Et -0,957 0,144 0,074 -0,827 0,197 -0,468
2mlb -0,949 0,183 -0,090 -0,941 -0,198 -0,082
Acet -0,778 -0,557 -0,173 -0,108 -0,899 0,086
Trip 0,386 0,163 -0,896 -0,294 0,699 0,502
FEA -0,761 0,249 -0,259 -0,365 -0,235 0,842

Al 0,005 0,974 0,123 - - -

xz)rlanaa cumulativa 91,380 88,510

Tabela 15. Andlise das dire¢des principais para as condi¢des de fermentacdo FO3 a F05,
considerando todas as medidas disponiveis.

Condicbes
FO3 (T=19°C e F04 (T=15°C e FO5 (T=15°C e
°Br=12,5) °Br=15) °Br=10)
Fator 1 | Fator 2 | Fator1l | Fator2 | Fator 1 | Fator 2
Et -0,912 0,004 0,972 0,121 -0,798 -0,646
2milb -0,975 0,047 0,972 -0,043 -0,930 -0,013
Acet -0,794 0,468 0,491 -0,711 -0,449 0,801
Trip -0,817 -0,004 0,864 -0,084 -0,847 0,286
FEA -0,898 0,000 0,941 -0,040 -0,869 -0,159
Al -0,497 0,842 0,524 -0,732 - -
xz;rlanaa cumulativa 84,400 85,080 83,830

A primeira informac&o obtida da anélise é que um pequeno numero de fatores é

responsavel pela maioria das variacfes experimentais observadas. Para as duas
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primeiras condigdes, FO1 e FO2, com o ponto maximo de temperatura, apenas 3 fatores
concentram mais de 91,38 e 88,51%, respectivamente, da variancia total experimental.
Para os ensaios de temperaturas inferiores, de FO3 a F05, somente dois fatores sdo
suficientes para acumular 84,4, 85,08, 83,83% da variancia total.

Além disso, os autovetores mostram que as componentes individuais ndo variam
muito no espac¢o amostral, mas sim ao longo das dire¢des principais. Pode-se notar, em
geral, que a primeira direcdo de flutuacdo estabelece uma clara ligagéo entre o etanol e
os alcoois superiores. Como especificado anteriormente, isso parece fazer muito
sentido, ja que esses alcoois seguem a rota metabdlica de Ehrlich para serem
produzidos, ou uma rota paralela, como no caso do etanol. J& a segunda direcdo de
flutuacdo parece representar um metabolismo que ndo envolve a formacao dos alcoois,
que pode ser tanto relacionado a formacdo do acetato de isopentila e demais ésteres ou a
conversdo do piruvato em acetaldeido, que forma o etanol. Isso pode explicar o fato de
na condi¢do FO3 todos os alcoois e acetaldeido estarem interligados, visto que esta é

uma condicdo mais equilibrada, em que as variaveis sdo mais similares.

Outra observacdo que pode ser realizada é que os valores dos alcoois e do éster
apresentam sinais opostos e isso pode ser um indicio de que um é consumido para o
outro ser formado, ja que os ésteres sdo formados também a partir de seus respectivos
alcoois superiores. O triptofol na primeira condi¢do se encontra no terceiro fator, o que
pode ser uma indicacdo de que, a uma elevada temperatura e um alto °Br, o
metabolismo do triptofol difere do metabolismo dos demais alcoois, algo que pode ser

justificado pelas mudangas na rota de formagao deste alcool, citadas previamente.

Torna-se claro com a anélise de PCA, que a variacdo nos erros amostrais nos
informa sobre de que forma os metabdlitos estdo associados, tornando vélida a analise

para interpretacdo dos mecanismos de reagéo.

4.5.3. Modelagem empirica das variaveis do processo

O planejamento experimental proposto possibilitou a modelagem estatistica dos
dados através do software StatSoft STATISTICA v8.0. Para isso, as variaveis foram

normalizadas no intervalo [-1 a 1], para que os seus efeitos pudessem ser comparados

77



sem dimensao. Todos os efeitos e sinergias das variaveis do processo foram utilizados
para a modelagem. Sempre que algum parametro associado ao efeito ndo era
significativo, o efeito foi descartado do modelo. Como o planejamento era fatorial a
dois niveis, com apenas duas varidveis independentes, efeitos ndo lineares de

concavidade nao chegaram a ser introduzidos no modelo.

Os modelos mostrados a seguir também tem por funcdo, tornar possivel o
controle e a otimizacao da formacao desses metabolitos (varidveis de saida) no produto
final, dependendo da cerveja que se deseja obter. Assim, a modelagem foi realizada
levando em conta apenas o ponto final de fermentagdo, bem como as 10 réplicas
realizadas para cada condigdo experimental. Nesse caso, os valores finais obtidos foram
relativamente proximos aos que caracterizaram o perfil aromatico da cerveja produzida,
levando em conta a etapa de maturacdo, que modificou um pouco o perfil de

concentracdo obtido no fim do processo fermentativo.

O modelo empirico proposto para representar a concentracdo de cada metabolito
em funcdo da T e do °Br inicial, na faixa experimental estudada foi:

Metabodlito (%) =ay+a, *T+a,*Br0+a; *xT * Br0 (12)

Onde qa; , 1=0,1,2 e 3, séo o0s parametros estimados para cada efeito principal e sinergia,
temperatura é o valor de temperatura, e BrO € o valor de °Brix inicial do processo. O
primeiro modelo proposto foi o do etanol. Os parametros obtidos através do software
foram substituidos na equacdo 12, gerando o modelo empirico para esta variavel,
apresentado abaixo:

Etanol (%) = (2652,39 + 378,62) + (1271,60 + 423,31) * T + (12260,35 +

423,31) = Br0 — (1587,01 + 423,31) = T * Br0 (13)
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O modelo para a concentracdo de etanol no fim da fermentacdo ¢é
significativamente influenciado por ambas as variaveis e pelo seu efeito de interacéo,
indicando a existéncia de sinergias e ndo linearidades. Tanto a temperatura como o °Br
inicial interferem positivamente para o aumento de concentracdo desse metabélito; ou
seja, quando o °Br e a T aumentam, a concentracdo de etanol no mosto também
aumenta. Porém, o efeito de interacdo entre essas variaveis apresentam um efeito
negativo sobre a quantidade de etanol formada, mostrando que ha efeito de saturacdo ou

limitacdo nas maximas taxas de fermentacéo.

Pode-se concluir também que o °Br inicial é a variavel que mais afeta a
formacdo desse composto, confirmando a hip6tese que ja havia sido discutida nas
analises do perfil de concentragdo. Como explicado, o °Br inicial representa o teor de
carbono disponivel para a levedura manter seu metabolismo regulado, para crescimento
e reproducdo pelo processo de fermentacdo, consumindo o aglcar e convertendo-o em
etanol e nos demais metabolitos secundarios. Assim, quanto mais aguicar, mais etanol é
produzido ao longo do processo. A temperatura, apesar de influenciar em uma menor
proporcdo, também impulsiona a producdo desse metabdlito. Isso ocorre porque o
aumento de temperatura impulsiona o transporte de aminoacidos para a célula,

viabilizando as rotas de producéo desse alcool, como ja citado.

O modelo pode ser considerado satisfatério, levando em conta o valor do
coeficiente de correlagdo entre os valores experimentais e os valores preditos, R?, que
foi de 0,949. O grafico ilustra o desempenho do modelo na Figura 40, por meio da
dispersdo dos pontos no eixo horizontal, obtidos pela comparagdo entre os valores

observados experimentalmente e os obtidos pelo modelo.
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Figura 40. Valores preditos pelo modelo em funcdo dos valores observados
experimentalmente para a concentragao de etanol.

E importante que 0s pontos estejam pouco dispersos em relacido ao modelo
(linha vermelha), o que é observado no geral, indicando que o modelo apresenta um
bom ajuste. A verificacdo da hipotese de normalidade também pode ser realizada com
auxilio das curvas dos residuos do modelo, como mostrado na Figura 41. Nessa figura
vé-se como se comporta 0 modelo proposto quanto a distribuicdo dos residuos em
relacdo ao comportamento normal. Analisando o grafico obtido, pode-se concluir que 0s
erros sdo bem distribuidos, com poucos desvios em relagdo a curva de distribuicdo

normal, com a provavel presenca de um outlier.
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Figura 41. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o etanol.

O mesmo processo de modelagem empirica foi repetido para as demais variaveis
medidas do sistema. O modelo obtido para o 2-metil-1-butanol é mostrado na Equacao
(14):

2mlb (%) = (17,35 + 0,33) + (1,14 + 0,37) * T + (10,6 + 0,37) * Br0 +

(1,73+0,37) * BrO T (14)

Pode-se ver que ambas as varidveis separadamente, bem com o respectivo efeito
de interacdo, afetam a producdo de 2mlb e de forma positiva. Além disso, o °Br
continua exercendo um maior efeito sobre a concentracdo do metabdlito no fim da
fermentacgdo, em relacdo a temperatura. Um aumento na temperatura também viabiliza a
rota metabdlica de Ehrlich, por meio da qual os alcoois séo formados. Porem, pode-se
inferir que, como o agUcar é a base de todo o processo fermentativo, a quantidade de
acucar no inicio do processo exerce maior importancia para favorecer a formacao dos

compostos. O modelo apresentou um R? de 0,948 e a analise dos valores calculado pelo
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modelo em funcédo dos valores observados experimentalmente pode ser visto no grafico

ilustrado na Figura 42.

35

=

and oo o

30t

2 | o

©® oow

Valores Preditos

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Valores Observados

Figura 42. Valores preditos pelo modelo em funcdo dos valores observados
experimentalmente para o 2ml1b.

O gréafico mostra o0 qudo bem os dados estdo ajustados ao modelo, ja que nao ha
muita dispersdo dos pontos, o que torna o modelo bastante satisfatério. Uma analise de
como o residuo se encaixa na distribuicdo normal também foi realizada e é apresentada
na Figura 43. Novamente, conclui-se que os erros sdo bem distribuidos, com poucos
pontos fora da curva de distribuicdo, o que reforca o bom desempenho do modelo

proposto.
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Figura 43. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o 2m1b.

Para o acetaldeido, 0 modelo estatistico obtido foi:

mmtG?)=C&3810A0}+03110A®*7¥FGBBiOAM*BNL+

(2,77 + 0,44) « T * Br0 (15)

O modelo obtido, mais uma vez, mostra que tanto a temperatura quanto o °Br
interferem positivamente para o nivel alcangado pela substancia ao fim da fermentacéo
e que a intensidade com que o °Br inicial € uma vez mais intensa. Entretanto, o efeito de
sinergia entre o °Br e a temperatura é mais influente na formacao do acetaldeido do que
o efeito principal de temperatura. Esse fato também foi observado na analise do perfil
de concentracdo do composto, sendo mais complexo de ser compreendido. O
acetaldeido € um intermediario para a formacao do etanol, e dependendo da temperatura
em que ocorre a fermentacdo, ele pode voltar a ser produzido. Caso o etanol seja
consumido por falta de aclcares fermentesciveis. 1sso pode explicar a influéncia da

interagdo desses fatores sobre a variavel medida.
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Como a modelagem foi realizada apenas para o ultimo ponto da fermentacéo e a
formacdo de acetaldeido variou um pouco com o etanol, voltando a ser consumido em
alguns ensaios, 0 modelo obtido n&o foi tio satisfatorio quanto os anteriores, com um R?
no valor de 0,839. No gréafico da Figura 44, nota-se que o modelo até se ajusta aos

dados, embora haja um grau maior de dispersdo dos pontos.
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Figura 44. Valores preditos pelo modelo em funcdo dos valores observados
experimentalmente para o acetaldeido.

O grafico ilustrado na Figura 45 foi analisado com o intuito de inferir sobre a
distribuicdo normal dos erros paramétricos. Da mesma forma que nos casos anteriores,
pode-se concluir que os erros seguem uma distribuicdo normal, com alguns poucos

pontos fora da linha de distribuicao e a ocorréncia de um provavel outlier.
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Figura 45. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o acetaldeido.

O modelo obtido para o triptofol pode ser observado abaixo:

Triptofol (22) = 4,35 + 0,20 + (0,586 £ 0,22) + T (16)

Diferentemente do que foi observado nos modelos anteriores, 0 modelo empirico
para essa variavel so resultou em dois parametros significativos. Tanto o °Br quanto a
interacdo entre essa variavel independente e a temperatura mostraram influéncia pouco
significativa sobre a formacdo desse metabodlito ao fim da fermentagdo. Entretanto,
sabe-se que a formacdo de todos os metabdlitos volateis depende da quantidade de
acucares no meio, mesmo que pouco, e isso ndo foi observado pelo modelo. Esse fato
pode ter ocorrido devido ao mecanismo metabolico mais complexo do triptofol, que
variou muito ao longo da fermentacdo, ndo podendo ser explicado apenas pelo seu
ponto final, utilizado para fins de modelagem. O estudo do perfil de concentracdo ja
tinha previsto que a temperatura influenciava a formagédo do composto de forma

negativa; ou seja, quanto menor era a temperatura, maior era a concentragéo final de
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triptofol e que esta influenciava mais a producdo do metabolito do que o °Br, o que foi

de fato confirmado pelo modelo.

O modelo linear obtido ndo explicou o comportamento para a evolugdo dindmica
do triptofol e isto pode ser confirmado com o valor do coeficiente de correlagcdo entre os
valores experimentais e os valores preditos, R?, que foi de 0,130. O grafico ilustrado na
Figura 46 mostra que ndo houve ajuste dos dados ao modelo, visto que 0s pontos estdo
bastante dispersos no grafico. Esse comportamento, como mostra o grafico pode ser
devido a larga variacdo das medidas em relacdo a variacdo total do triptofol na regido

experimental, tornando o0 modelo pouco sensivel aos efeitos das variaveis.
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Figura 46. Valores preditos pelo modelo em funcdo dos valores observados
experimentalmente para o triptofol.

Apesar do modelo néo ser satisfatorio, os erros de predicdo mostram seguir uma
distribuicdo normal, porém de forma mais dispersa que as observadas para 0s
compostos volateis anteriores. Esse resultado reforca a interpretacdo de que 0s erros

experimentais podem controlar as flutuacdes de triptofol no plano experimental.
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Figura 47. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o triptofol.

O ultimo &lcool superior a ser modelado foi o alcool fenetilico (FEA) e o modelo
estatistico computado para esse composto é mostrado na Equacéo (17):

FEA (22) = (34,24 £ 047) + (7,87 £ 0,53) + T + (8,06 + 0,53)  Br0 —

(2,67 +0,53) * T * Br0 (17)

Considerando o modelo para esse alcool, pode-se observar que todas as variaveis
influenciam de forma significante a concentracdo final de FEA. Neste caso, ha um
maior equilibrio entre os efeitos individuais do °Br inicial e da T. Levando-se em conta
0 erro, 0s parametros associados a essas variaveis sdo praticamente iguais. Mostrando
que ambas as variaveis impactam, de forma similar e positivamente a concentracéo final
do composto no fim da fermentacdo . A explicacdo para esse ocorrido é a mesma que
para os alcoois anteriormente apresentada. Um aumento na temperatura viabiliza a rota
de Ehrlich e um °Br inicial é responsavel por um maior teor de carbono disponivel para

a levedura realizar o mecanismo metabdlico. O fato de o alcool fenetilico ter um
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mecanismo de formacgdo mais simplificado, por meio de substancias mais disponiveis,

também pode dar suporte a justificativa apresentada. Ja a interacdo entre as variaveis de

entrada mostrou afetar negativamente a concentragdo de FEA obtida, algo que também

foi observado para o etanol. Essa semelhanca pode estar no fato de que depois do

etanol, o alcool fenetilico € comumente o alcool mais abundante no mosto durante a

fermentacdo. Esse comportamento pode ser devido a uma saturacdo do processo de

fermentacdo ou a ocorréncia de inibicdo induzida pelo excesso de aglcares no inicio da

fermentacao.
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Analisando a Figura 48, que mostra o grafico para os valores observados em

funcéo dos preditos, pode-se concluir que o modelo se ajusta aos dados. O R? foi igual a

0,912, o que confirma que o modelo ¢é satisfatorio. O grafico da Figura 49 mostra que o

residuo se encaixa na distribui¢cdo normal.
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Figura 49. Distribuicdo dos residuos quanto a distribuicdo normal para o alcool
fenetilico.

Por fim, o modelo empirico elaborado para o éster analisado, o acetato de

isopentila, é apresentado na Equagéo (18):

Al (%) = (0,22 4 0,017) + (0,076 + 0,0019) * T + (0,24 + 0,019) * Br0 +

(0,076 + 0,019) * T * Br0 (18)

Por meio do modelo foi possivel notar que todas as varidveis exercem influéncia
positiva sobre a concentracdo de acetato de Isopentila no fim do processo fermentativo.
Isso havia sido observado e explicado na analise do perfil de concentracdo do
metabolito. Quanto maior é o °Br inicial, maior é a formacao do ester, pois o alto teor de
carbono regulariza o metabolismo celular e aumenta a producdo da enzima utilizada
para a geracdo desses compostos. Ja a temperatura viabiliza a producdo dos alcoois

superiores e etanol, substancias pelas quais os ésteres sdo produzidos.
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O modelo, porém, ndo é muito satisfatorio quando se analisa o grafico obtido
pela comparacdo entre os valores observados experimentalmente e os obtidos pelo
modelo. No grafico da Figura 50, pode-se notar que 0s pontos, em geral, estdo bastante
dispersos, ndo havendo um bom ajuste do modelo aos dados experimentais.

07 — — — —— . —s — —— —
06 | o © 00 © o~ oo o
05 |
04}
03 F L+ 1+ X+ T W o

02}

Valores Preditos

0,1

00F

0,1 : : : : : : : : :
01 00 01 02 03 04 05 08 07 08 09 10

Valores Observados

Figura 50. Valores preditos pelo modelo em funcdo dos valores observados
experimentalmente para o acetato de isopentila.

O valor de R?, 0,800, esta um pouco abaixo dos valores obtidos para os demais
modelos, com excecdo do modelo para o triptofol, e representa também certa falta de
ajuste aos dados experimentais. Os erros de predi¢cdo também se mostram um pouco
mais dispersos do que nos casos anteriores quanto & curva de distribuicdo normal,

Figura 51, embora possam ser considerados como distribuidos normalmente.
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isopentila.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho uma levedura isolada da casca da jabuticaba foi investigada, a fim
de avaliar seu uso potencial na producdo de cerveja artesanal. A levedura fermentou
bem o0 mosto cervejeiro de maneira rapida e mostrou um bom desempenho na faixa de
temperaturas estudada. O microrganismo apresentou um melhor crescimento a uma
temperatura mais elevada e foi classificada como uma levedura do tipo Ale. A levedura
mostrou ainda ser resistente as perturbagdes do meio, apresentando 100% de viabilidade
durante todo o processo fermentativo e em todas as condi¢fes experimentais estudadas.

Os principais metabolitos volateis identificados pelo GCMS foram o etanol, o 2-
metil-1-butanol, o acetaldeido, o triptofol, o alcool fenetilico e o acetato de isopentila.
Um planejamento fatorial foi realizado e permitiu a analise experimental da influéncia
da temperatura e do °Br inicial sob a formacéo de cada um desses metabdlitos. O estudo
permitiu que uma andlise do perfil de concentracdo fosse realizada, bem como uma

analise estatistica fosse desenvolvida.

As andlises dos perfis de concentracdo mostraram que para todos 0s compostos
analisados, com exce¢do do triptofol, o °Br inicial é variavel mais influente que a
temperatura. Quanto maior é o °Br inicial, maior sdo as concentracdes dos metabolitos
ao fim da fermentacdo. A temperatura também mostrou influenciar positivamente a
producdo desses metabdlitos, porém em niveis menores que o °Br. Para o triptofol,
notou-se que a temperatura influencia mais a variacdo de concentracdo, porém
negativamente. Quanto maior é a temperatura, menor o nivel de triptofol no meio
fermentativo. Contudo, a andlise dos efeitos para o triptofol esta muito prejudicada pelo

nivel de flutuagdes experimental.

O teste t e 0 teste F, que inciaram as analises estatisticas, mostraram como as
médias e variancias amostrais variam com o tempo e com as condi¢des experimentais
realizadas, podendo conter informacGes sobre a cinética da fermentacdo. Uma
correlagdo muito forte entre o etanol e 0 2m1b também foi observada nsses testes. Essa
correlagdo foi em seguida confirmada com o estudo das matrizes de correlacdo dos

dados.
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Para inferir sobre a cinética local do sistema, uma analise das dire¢Ges principais
do processo foi realizada. Essa andlise concluiu que um pequeno namero de fatores €
responsavel pela maioria das variagfes do sistema. O primeiro fator mostra a ligagdo
metabdlica entre o etanol e os alcoois superiores. O segundo e terceiro fatores,
descrevem 0s mecanismos metabolicos que ocorrem em momentos diferentes, nédo
paralelos a formacéo dos alcoois. A diferenciacdo do éster como produto da reacdo dos
alcoois também pode ser observada, por conta dos sinais opostos dos coeficientes na

composicao das direcdes principais.

Por fim, para obervar de forma mais clara as tendéncias do processo,
viabilizando também o controle e possivel otimizacdo das variaveis, uma modelagem
estatistica foi realizada. Cada metabdlito volatil medido foi modelado e tudo que havia
sido observado na andlise dos perfis de concentracdo foi confirmado numericamente
pelos modelos obtidos. Em geral, a modelagem empirica foi satisfatoria. Para as
concentracOes de acetaldeido e alcool fenetilico, os modelos foram razoaveis, mas dédo
uma boa idéia das tendéncias de formacdo desses compostos. Ja para o triptofol, o
modelo linear elaborado ndo explicou 0 comportamento para evolucdo dinamica de sua

concentracdo, em funcéo dos erros de medicdo, como explicado.

Diante das dificuldades de se estudar sistemas bioldgicos, devido sua
complexidade, algumas sugestdes para trabalhos futuros séo apresentadas:

e Analisar outras cepas de leveduras isoladas da natureza para produgdo de
cervejas artesanais e verificar se o que foi estudado neste trabalho pode ser
aplicado a outros microrganismos;

e Em relagdo a levedura da jabuticaba utilizada neste trabalho, um estudo mais
detalhado da viabilidade celular pode ser realizado. Fermentagfes em série
podem ser realizadas, utilizando as leveduras ressuspensas de um ensaio como
indculo do ensaio a seguir, avaliando até que ponto a viabilidade da levedura é
alta o suficiente para ndo afetar a qualidade final da cerveja;

e Um estudo dos agucares ndo fermentesciveis, muito complexos para serem
quebrados pela levedura e utilizados no processo de fermentacdo. Esse estudo
pode também ser realizado com a finalidade de entender o limite de densidade

final atingido pela levedura ao fim da fermentacéo;
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e Estudar melhores condicGes para a etapa de maturacdo, a fim de evitar a
oxidagdo do etanol em acetaldeido;

e Fazer um planejamento experimental mais completo para melhorar os modelos
obtidos referentes aos metabdlitos analisados, ja que modelos lineares podem
ndo representar tdo bem a trajetdria dindmica dos dados. Em particular, propde-
se 0 uso de modelos fenomenoldgicos para todo o curso de reacao.

e Avaliar como outras variaveis, como pH e inoculo, podem afetar a formacéo

desses metabolitos, bem como a qualidade de cerveja final obtida.

O mercado de cervejas artesanais tem crescido muito no Brasil e pesquisas nessa
area sdo de fundamental importancia para impulsionar avan¢os tecnoldgicos, colocando
0 Brasil como um forte corrente na producdo de cervejas de qualidade, a partir de

produtos provenientes da propria microbiota brasileira.
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APENDICE A

- Curvas de calibracao dos metabolitos volateis

A.1 Tabelas e graficos

Tabela 14: Dados obtidos para elaborar curva de calibragéo do etanol.

Concentragao Area do
(g/L) pico
60 5083,4
40 3283,4
20 1616,9
10 701,4
5 356,2
0,8 96,6
60 5101,2
40 3259,2
20 1595,7
10 711,5
5 356
0,8 109,8
B0
% 60
E
tﬂ
% 40
=
g
5 20
0
0 1500 3000 4500 5000

Area do pico
Figura 51. Curva de calibragédo do etanol.
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Tabela 15: Dados obtidos para elaborar curva de calibracdo do2-metil-1-butanol

Concentragao Area do
(mg/L) pico
80 413,6
60 332,6
40 252
20 128,5
10 60,2
5 27,4
0,8 11,5
80 418,9
60 335,4
40 251,9
20 127,9
10 60,7
5 29,5
0,8 11,6
100
BO o
=
E
= B0
o
B
: +
T 40
]
=
8
20
0
0 100 200 300 400 500

Area do pico

Figura 52. Curva de calibragdo do 2-metil-1-butanol
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Tabela 16: Dados obtidos para elaborar curva de calibragdo do acetaldeido.

Concentragao Area do
(mg/L) pico
133 115,8
64,5 55,3
31,92 32,6
13,3 15,5
6,65 54
2,66 2,8
1,3 1,42
133 117,2
64,5 55
31,92 32,2
13,3 15,3
6,65 5,2
2,66 2,7
1,3 1,45
160
= 120
=
E
8 g0
5
=
g
§ a0
0
0 40 BO 120

Area do pico

Figura 53. Curva de calibracéo do acetaldeido

160
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Tabela 17: Dados obtidos para elaborar curva de calibragéo do triptofol.

Concentragdo Area do
(mg/L) pico
88 352,3
60 244,7
47 204,6
20 109,7
10 48,7
6 35,5
88 350,7
60 244,1
47 207
20 110,2
10 58
6 41,6
100
80
=
E
= 60
(=]
B
e
£ 40
)
=
8
20
0
0 100 200 300 400

Area do pico

Figura 54. Curva de calibracédo do triptofol
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Tabela 18: Dados obtidos para elaborar curva de calibragio do Alcool fenetilico.

Concentragdo Area do
(mg/L) pico
60 273,4
40 196,8
20 99,1
10 45,1
5 19,5
0,8 1,77
167,7 840,3
80 352,3
60 276,6
40 193,4
20 107,2
10 41,7
5 20
0,8 1,77
200
~ 160
—
3
£
= 120
zﬂ
&
B
€ 80
B
=
8 40
0
0 200 400 600 800 1000

Area do pico

Figura 55. Curva de calibracio do Alcool fenetilico.
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Tabela 19: Dados obtidos para elaborar curva de calibragdo do acetato de isopentila.

Concentragao Area do
(mg/L) pico
1,72 7
1,2825 4,9
0,855 3,1
0,4275 1,5
0,342 1
0,171 0,42
1,72 7,1
1,2825 5
0,855 3,2
0,4275 1,5
0,342 1,1
0,171 0,41
Z
1,6
pary
F
=12
zI:I
B
e
E 08
g
=
8
0.4
0
0 2 4 B B

Area do pico

Figura 56. Curva de calibragéo do acetato de isopentila.
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A.2. Equac0es

Cetanol (Mg/L) = 0,0118* Area do pico + 0,8253
R? = 0,9987

Camib (Mg/L) = 0,1883* Area do pico — 2,2801
R? = 0,9906

Cacetaldeido (MQ/L) = 1,1529* Area do pico — 1,5164
R? =0,9973

Crriptofol (Mg/L) = 0,264* Area do pico — 5,6482
R? =0,9955

Crea (Mg/L) = 0,2013* Area do pico + 1,9
R?=0,996

Cai (mg/L) = 0,2352* Area do pico — 0,0897
R? = 0,9982

(a.1)

(a.2)

(a.3)

(a.4)

(a.5)

(a.6)
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- Curvas de calibracéo das leveduras

A.3. Tabelas e graficos

Tabela 20. Dados obtidos para elaborar curva de calibragdo para contagem celular.

(ﬁ:‘s) Concentragao (g de cel/mL)
0,682 6,938
0,576 5,781
0,462 4,625
0,342 3,469
0,25 2,313
0,154 1,388
8,00

E

D 5,00

S

i

=

o

=

S 4.00

i)

=

H

£

9 2,00

c

=]

L]

0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Abs (nm)

Figura 57. Curva de calibragé@o para contagem celular.
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0,8

0,4

Concentragdo [mg/L)

o
%]

Tabela 21. Dados obtidos para elaborar curva de calibragéo de peso seco.

Figura 58. Curva de calibracdo de peso seco x densidade 6tica.

(':::15) Concentragdo (g de cel/mL)
0,682 0,079
0,576 0,066
0,462 0,052
0,342 0,04
0,25 0,026
0,154 0,016
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Abs [nm)

0,1
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A.4. EquacoOes

Concentracio (132261) = 10,508 * Abs (nm) — 0,2318 (a.7)
R? = 0,9992
Concentracio (%) = 0,1202 * Abs (nm) — 0,0027 (a.8)
R? = 10,9992
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APENDICE B

B.1. Dados experimentais obtidos para todas as

condicOes de fermentacao

Tabela 22. Dados experimentais obtidos para o experimento FO1 (T=23°C e °Br
inicial=15) do dia 1 ao dia 3.

Réplica Concentragdo (mg/L)

Horas DIA1 Etanol 2milb Acetaldeido Triptofol FEA Al
24 1.1 22084,77 13,03 3,90 4,81 42,92 | 0,58
24 2.1 23131,43 14,27 4,25 7,34 43,07 | 0,65
24 3.1 20738,98 11,33 3,90 4,76 36,10 | 0,54
24 4.1 21169,09 13,33 4,02 5,49 39,76 | 0,68
24 5.1 21499,49 13,25 4,25 6,79 37,85 | 0,65
24 6.1 19884,66 12,59 3,90 5,67 36,72 | 0,61
24 7.1 20485,28 11,56 4,13 4,89 36,68 | 0,61
24 8.1 20269,93 12,66 4,02 5,54 40,45 | 0,63
24 9.1 21515,42 13,87 3,56 7,18 34,99 | 0,72
24 10.1 21008,61 13,87 4,48 8,04 37,91 | 0,68

DIA 2
48 1.2 33709,54 25,06 7,59 2,68 43,29 | 1,05
48 2.2 34238,18 24,18 4,94 3,61 45,08 | 1,05
48 3.2 34222,84 22,51 5,06 2,63 46,35 | 0,96
48 4.2 33630,48 23,18 5,52 2,21 44,80 | 1,01
48 5.2 32819,82 23,12 5,06 2,57 43,57 | 1,03
48 6.2 33736,68 24,68 5,75 1,92 46,71 | 1,03
48 7.2 31645,72 20,09 5,29 1,95 40,81 | 0,80
48 8.2 32521,28 22,34 6,21 2,89 39,02 | 1,05
48 9.2 32569,66 23,73 5,17 2,52 40,29 | 1,15
48 10.2 25704,42 20,38 5,52 2,36 36,52 | 0,89
DIA3
72 1.3 36598,18 27,17 23,39 2,91 47,17 | 1,08
72 23 38957,00 29,40 15,78 4,71 47,27 | 1,10
72 33 39932,86 30,51 14,62 3,72 52,06 | 1,20
72 4.3 36881,38 25,06 11,63 3,59 46,87 | 1,01
72 5.3 37302,64 28,18 13,01 3,30 44,43 | 1,27
72 6.3 38900,36 27,52 14,51 4,42 48,36 | 1,05
72 7.3 36723,26 26,64 18,77 2,73 48,05 | 0,91
72 8.3 36182,82 26,96 16,01 4,16 45,24 | 1,17
72 9.3 37753,40 29,36 16,12 3,82 47,54 | 1,34
72 10.3 38112,12 | 28,09 20,97 4,03 25,38 | 1,08
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Tabela 23. Dados experimentais obtidos para o experimento FO1 do dia 4 ao ultimo dia
de maturagéo (Dia M).

Réplica Concentragdo (mg/L)

Horas DIA4 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
96 1.4 35250,62 | 33,91 25,92 3,35 42,08 | 1,15
96 24 41459,78 | 35,80 16,58 5,80 50,82 | 1,24
96 3.4 38549,90 | 34,69 15,89 4,11 61,89 | 1,34
96 4.4 39742,88 | 33,93 15,09 4,92 48,62 | 1,27
96 5.4 37519,76 | 30,49 15,09 3,95 46,53 | 1,03
96 6.4 39976,52 | 35,11 20,39 5,36 49,43 | 1,17
96 7.4 37404,12 | 31,48 25,12 5,88 48,54 | 0,89
96 8.4 38011,82 | 31,29 21,31 5,75 47,01 | 0,89
96 9.4 39345,22 | 32,07 18,54 3,64 47,05 | 1,05
96 10.4 39123,38 | 33,30 22,58 4,94 47,86 | 1,08

DIAS5
144 1.5 37598,82 | 30,35 32,49 4,89 53,39 | 0,61
144 2.5 37896,18 | 33,21 26,61 4,47 50,80 | 0,77
144 3.5 40003,66 | 35,70 25,46 4,50 51,98 | 0,87
144 4.5 36421,18 | 29,31 17,74 4,40 45,26 | 0,68
144 5.5 39490,36 | 33,86 20,97 4,79 49,33 | 0,75
144 6.5 37052,48 | 2891 21,08 4,16 44,50 | 0,56
144 7.5 37191,72 | 30,58 23,73 4,06 45,64 | 0,49
144 8.5 36571,04 | 29,59 21,08 4,92 46,02 | 0,44
144 9.5 36337,40 | 29,36 20,73 4,45 44,98 | 0,56
144 10.5 37339,22 | 32,54 26,27 5,36 47,17 | 0,54
DIAM
M 1.7 36917,96 | 27,88 37,91 3,07 44,29 | 0,00
M 2.7 37248,36 | 28,83 29,04 2,39 46,00 | 0,37
M 3.7 39067,92 | 32,35 29,27 4,92 48,24 | 0,37
M 4.7 36572,22 | 27,54 31,11 2,29 42,54 | 0,00
M 5.7 36810,58 | 27,59 30,19 2,89 44,86 | 0,00
M 6.7 37027,70 | 28,58 36,41 3,04 45,84 | 0,00
M 7.7 35799,32 | 25,88 33,99 2,78 44,60 | 0,00
M 8.7 36117,92 | 28,87 37,57 2,73 48,76 | 0,00
M 9.7 34897,80 | 27,14 29,50 3,77 47,66 | 0,00
M 10.7 37538,64 | 24,76 33,30 2,70 44,31 | 0,00
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Tabela 24. Dados experimentais obtidos para o experimento FO2 do dia 1 ao dia 3.

Réplica Concentragdo (mg/L)

Horas DIA1 Etanol 2milb Acetaldeido Triptofol FEA Al
24 1.1 22084,77 5,18 0,21 4,11 25,69 | 0,00
24 2.1 23131,43 6,31 1,48 3,30 30,26 | 0,00
24 3.1 20738,98 6,04 0,79 3,51 30,26 | 0,00
24 4.1 21169,09 5,09 0,44 3,07 28,85 | 0,00
24 5.1 21499,49 4,99 0,10 3,46 27,28 | 0,00
24 6.1 19884,66 5,70 1,25 3,72 30,89 | 0,00
24 7.1 20485,28 5,85 0,67 3,41 26,98 | 0,00
24 8.1 20269,93 5,30 0,21 3,09 27,79 | 0,00
24 9.1 21515,42 5,47 1,02 4,79 29,60 | 0,00
24 10.1 21008,61 4,61 0,10 3,17 27,95 | 0,00

DIA 2
48 1.2 21720,74 | 10,11 8,40 2,03 34,89 | 0,00
48 2.2 21791,54 | 10,61 2,17 3,07 37,91 | 0,00
48 3.2 23511,98 | 11,87 8,63 2,83 37,01 | 0,00
48 4.2 19934,22 8,76 1,94 1,66 33,36 | 0,00
48 5.2 23449,44 | 11,22 7,71 2,21 34,63 | 0,00
48 6.2 20724,82 9,43 1,71 3,28 38,07 | 0,00
48 7.2 19387,88 7,91 2,17 3,22 39,68 | 0,00
48 8.2 21654,66 9,70 1,48 2,70 39,30 | 0,00
48 9.2 22837,02 | 10,61 6,09 2,13 35,68 | 0,00
48 10.2 21710,12 11,10 9,09 3,80 39,44 | 0,00
DIA3
72 13 22662,38 10,93 6,67 2,68 36,12 | 0,00
72 2.3 20608,00 8,51 5,86 3,56 33,02 | 0,00
72 3.3 21214,52 9,87 8,86 1,74 37,61 | 0,00
72 4.3 20422,74 5,30 9,09 4,63 38,58 | 0,00
72 5.3 21844,64 9,66 7,59 4,29 37,03 | 0,00
72 6.3 18171,30 6,61 5,80 4,29 35,90 | 0,00
72 7.3 20625,70 7,28 12,32 1,48 34,11 | 0,00
72 8.3 20343,68 9,92 8,97 2,57 37,73 | 0,00
72 9.3 20823,94 8,51 2,17 1,79 33,81 | 0,00
72 10.3 20701,22 8,04 7,59 3,17 34,67 | 0,00
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Tabela 25. Dados experimentais obtidos para o experimento FO2 do dia 4 ao ultimo dia
de maturagéo.

Réplica Concentragdo (mg/L)

Horas DIA4 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
96 14 22059,40 | 11,69 10,24 3,69 33,62 | 0,00
96 24 23569,80 | 11,26 3,56 6,09 35,46 | 0,00
96 3.4 22307,20 | 11,90 12,43 3,88 40,85 | 0,00
96 4.4 15490,34 5,35 8,28 3,56 38,62 | 0,00
96 5.4 17215,50 6,34 3,79 2,42 42,40 | 0,00
96 6.4 16129,90 5,49 4,48 4,27 31,27 | 0,00
96 7.4 19481,10 7,11 7,48 1,11 34,03 | 0,00
96 8.4 20259,90 | 9,20 8,51 3,61 30,12 | 0,00
96 9.4 22667,10 | 8,53 9,44 2,13 32,42 | 0,00
96 10.4 13179,90 | 4,31 3,67 1,43 33,06 | 0,00

DIAS5
144 1.5 22422,84 | 13,05 11,05 3,41 35,32 | 0,00
144 2.5 19477,56 | 9,66 10,01 4,66 39,76 | 0,00
144 3.5 17794,88 6,74 4,82 3,98 35,36 | 0,00
144 4.5 12866,02 3,20 4,36 5,70 33,58 | 0,00
144 5.5 15765,28 5,01 5,40 2,23 35,42 | 0,00
144 6.5 11375,68 2,86 4,25 6,58 43,33 | 0,00
144 7.5 18850,98 | 8,50 9,44 3,61 41,17 | 0,00
144 8.5 17152,96 6,84 4,82 3,46 36,26 | 0,00
144 9.5 20252,82 8,17 7,02 3,41 33,18 | 0,00
144 10.5 6476,32 3,03 3,10 3,02 37,85 | 0,00
DIAM
M 1.7 22041,70 | 10,99 14,97 1,90 31,31 | 0,00
M 2.7 19164,86 8,08 11,74 1,74 37,93 | 0,00
M 3.7 16450,86 | 4,33 8,74 0,93 28,07 | 0,00
M 4.7 13489,06 3,16 9,55 1,64 42,95 | 0,00
M 5.7 13666,06 3,37 10,93 1,97 34,99 | 0,00
M 6.7 11126,70 3,77 16,35 1,01 30,95 | 0,00
M 7.7 17785,44 4,82 13,70 0,10 25,23 | 0,00
M 8.7 16747,04 | 4,02 8,74 0,12 28,55 | 0,00
M 9.7 18543,00 7,07 11,40 1,43 32,80 | 0,00
M 10.7 6633,26 4,34 8,63 1,35 31,81 | 0,00
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Tabela 25. Dados experimentais obtidos para o experimento FO2 do dia 4 ao ultimo dia
de maturacéo.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA1 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
24 1.1 11219,92 4,00 5,86 0,85 21,47 | 0,00
24 2.1 11879,54 4,19 5,63 1,74 19,86 | 0,00
24 3.1 11526,72 4,02 4,48 0,59 19,11 | 0,00
24 4.1 11261,22 3,89 4,94 0,00 18,17 | 0,00
24 5.1 10973,30 | 4,31 5,75 0,62 21,12 | 0,00
24 6.1 11038,20 | 4,06 5,17 0,72 18,33 | 0,00
24 7.1 11412,26 3,98 5,98 0,75 18,67 | 0,00
24 8.1 10775,06 3,32 5,63 0,00 16,31 | 0,00
24 9.1 10457,64 3,66 5,63 0,00 18,33 | 0,00
24 10.1 10313,68 7,32 3,90 1,71 21,95 | 0,00

DIA 2
48 1.2 21288,86 7,26 5,40 1,11 21,85 | 0,00
48 2.2 22251,74 7,83 5,98 1,11 23,23 | 0,27
48 3.2 22737,90 | 8,17 4,94 1,43 23,93 | 0,00
48 4.2 22795,72 7,98 5,06 0,85 27,24 | 0,00
48 5.2 22260,00 9,24 5,17 2,23 27,68 | 0,31
48 6.2 22401,60 | 8,48 5,75 1,22 23,81 | 0,00
48 7.2 22284,78 7,71 5,63 0,75 23,22 | 0,00
48 8.2 21906,00 7,94 5,29 0,72 24,86 | 0,00
48 9.2 22658,84 | 8,61 5,63 2,05 25,28 | 0,27
48 10.2 23475,40 | 9,58 6,32 2,26 13,06 | 0,00
DIA3
72 1.3 27783,58 | 14,26 8,97 3,17 29,50 | 0,31
72 23 29299,88 | 15,81 9,78 2,57 30,08 | 0,36
72 3.3 29039,10 | 15,08 9,90 2,86 32,24 |1 0,31
72 4.3 28619,02 | 15,98 8,74 2,05 29,50 | 0,41
72 5.3 33970,32 | 17,92 9,09 3,46 38,82 | 0,39
72 6.3 29175,98 | 15,58 9,78 4,94 29,44 | 0,34
72 7.3 28368,86 | 15,33 9,09 3,09 29,78 | 0,36
72 8.3 27608,94 | 11,64 8,97 1,22 26,98 | 0,24
72 9.3 28089,20 | 14,30 10,01 2,26 28,65 | 0,29
72 10.3 28354,70 | 14,11 9,67 2,05 27,14 | 0,27
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Tabela 27. Dados experimentais obtidos para o experimento FO3 do dia 4 ao ultimo dia
de maturacéo.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA4 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
96 14 27962,94 | 14,85 7,71 2,83 30,71 | 0,39
96 2.4 27841,40 | 15,37 11,17 1,90 33,38 | 0,36
96 3.4 28296,88 | 13,69 8,17 2,08 25,51 | 0,01
96 4.4 29396,64 | 15,12 10,93 1,74 34,31 | 0,31
96 5.4 28976,56 | 13,60 10,01 2,00 23,72 | 0,24
96 6.4 30173,08 | 16,66 10,82 2,47 29,88 | 0,36
96 7.4 29081,58 | 13,98 8,97 1,90 25,83 | 0,01
96 8.4 28971,84 | 15,69 8,86 2,03 24,71 | 0,34
96 9.4 29048,54 | 13,20 9,09 1,64 33,97 | 0,24
96 10.4 29528,80 | 16,55 11,17 2,76 33,36 | 0,27

DIAS
144 1.5 27572,36 | 13,33 8,28 1,90 34,09 | 0,00
144 2.5 28378,30 | 14,55 10,47 1,69 27,87 | 0,00
144 3.5 27962,94 | 14,42 9,78 2,05 30,22 | 0,24
144 4.5 27833,14 | 17,16 10,01 2,36 38,38 | 0,31
144 5.5 30046,82 17,46 15,32 2,94 41,78 | 0,29
144 6.5 29655,06 | 15,90 11,74 2,16 37,39 | 0,27
144 7.5 29317,58 | 16,59 12,55 2,81 34,15 | 0,27
144 8.5 28093,92 14,38 6,78 1,71 26,62 | 0,00
144 9.5 29242,06 | 13,54 11,05 2,23 25,65 | 0,00
144 10.5 28706,34 | 14,76 14,51 2,03 29,74 | 0,00
DIAM
M 1.6 30901,14 | 20,78 24,08 5,05 39,38 | 0,00
M 2.6 29246,78 | 16,51 19,70 2,00 33,81 | 0,00
M 3.6 29867,46 | 17,52 11,74 2,96 33,62 | 0,00
M 4.6 30142,40 | 17,35 9,67 2,39 32,50 | 0,00
M 5.6 31912,40 | 18,02 19,01 3,43 34,21 | 0,00
M 6.6 30397,28 | 16,87 17,16 2,21 32,28 | 0,00
M 7.6 31482,88 | 15,08 8,74 1,95 35,42 | 0,00
M 8.6 29981,92 | 12,86 10,01 0,75 23,74 | 0,00
M 9.6 29574,82 14,42 10,47 5,15 28,67 | 0,00
M 10.6 30743,02 | 15,56 12,43 1,69 29,50 | 0,00
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Tabela 28. Dados experimentais obtidos para o experimento FO4 do dia 1 ao dia 3.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA1 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
24 1.1 4722,84 0,27 12,20 0,00 5,08 | 0,00
24 2.1 4824,32 0,06 11,05 0,00 5,02 | 0,00
24 3.1 4719,30 0,00 10,59 0,00 4,46 | 0,00
24 4.1 4443,18 0,00 10,59 0,00 4,30 | 0,00
24 5.1 4557,64 0,00 10,47 0,00 4,66 | 0,00
24 6.1 4551,74 0,00 10,70 0,00 4,28 | 0,00
24 7.1 4526,96 0,06 11,05 0,00 4,92 | 0,00
24 8.1 4581,24 0,18 11,97 0,00 4,96 | 0,00
24 9.1 4812,52 0,00 9,78 0,00 5,34 | 0,00
24 10.1 4565,90 0,04 10,93 0,00 4,64 | 0,00

DIA 2
48 1.2 18744,78 8,29 7,02 4,27 28,59 | 0,00
48 2.2 19495,26 9,92 6,90 4,84 34,85 | 0,00
48 3.2 18474,56 8,65 6,55 4,40 33,04 | 0,00
48 4.2 18242,10 7,98 6,67 3,61 24,61 | 0,00
48 5.2 18801,42 | 10,06 5,98 6,12 28,33 | 0,00
48 6.2 18592,56 8,72 7,13 4,47 28,01 | 0,00
48 7.2 20763,76 | 11,52 7,36 6,56 35,44 | 0,00
48 8.2 19497,62 | 10,32 7,59 5,49 28,97 | 0,00
48 9.2 21328,98 | 10,63 7,48 6,51 31,03 | 0,00
48 10.2 18894,64 | 9,45 6,55 5,18 26,06 | 0,00
DIA 3
72 13 30971,94 | 16,57 8,74 6,38 32,80 | 0,61
72 2.3 30596,70 | 14,82 7,48 3,85 28,75 | 0,51
72 3.3 29960,68 | 14,32 7,13 4,81 27,16 | 0,47
72 4.3 28862,10 | 13,79 7,59 3,28 28,39 | 0,44
72 5.3 30150,66 | 15,25 6,09 3,93 29,23 | 0,49
72 6.3 29201,94 | 14,26 7,36 3,69 31,78 | 0,47
72 7.3 33421,62 | 18,68 8,74 7,55 31,27 | 0,65
72 8.3 30057,44 | 14,82 6,67 4,40 27,75 |1 0,49
72 9.3 30252,14 | 13,98 7,94 4,47 27,41 | 0,47
72 10.3 29576,00 | 13,60 8,05 3,64 14,58 | 0,58
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Tabela 29. Dados experimentais obtidos para o experimento FO4 do dia 4 ao dia 6.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA4 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
96 14 34717,26 | 18,70 10,70 4,50 30,38 | 0,58
96 2.4 34749,12 | 18,49 10,70 4,40 29,20 | 0,47
96 3.4 33681,22 | 17,35 10,82 2,96 28,25 | 0,70
96 4.4 29850,94 | 16,38 9,67 2,39 26,98 | 0,61
96 5.4 30687,56 | 16,02 8,86 2,44 25,27 | 0,54
96 6.4 32964,96 | 16,89 10,36 3,43 26,40 | 0,42
96 7.4 33317,78 | 16,74 10,70 4,01 26,76 | 0,47
96 8.4 33641,10 | 21,80 10,59 4,71 29,28 | 0,63
96 9.4 33448,76 | 21,42 8,97 4,32 28,51 | 0,70
96 10.4 34592,18 | 19,73 10,93 3,88 30,48 | 0,49

DIAS5
144 1.5 36445,96 | 20,49 14,62 4,60 33,93 | 0,44
144 2.5 29695,18 | 15,10 8,86 1,79 24,73 | 0,37
144 3.5 35944,46 | 21,02 14,16 5,13 31,21 | 0,37
144 4.5 36397,58 | 22,57 17,39 4,66 35,05 | 0,40
144 5.5 37104,40 | 21,33 12,20 4,87 30,40 | 0,32
144 6.5 34165,02 | 19,65 17,05 3,35 31,27 | 0,35
144 7.5 38001,20 | 21,88 20,97 5,00 33,42 | 0,51
144 8.5 36620,60 | 22,19 22,46 4,71 30,93 | 0,40
144 9.5 37229,48 | 22,93 15,43 5,33 33,26 | 0,44
144 10.5 37128,00 | 22,66 13,59 4,58 33,52 | 0,49
DIA 6
168 1.6 39724,00 | 25,00 13,82 5,65 35,66 | 0,40
168 2.6 39049,04 | 26,55 11,40 6,56 39,32 | 0,37
168 3.6 35821,74 | 25,23 14,16 5,83 39,64 | 0,40
168 4.6 39423,10 | 25,65 16,01 5,65 37,13 | 0,09
168 5.6 39666,18 | 25,69 12,78 5,88 35,13 | 0,09
168 6.6 39118,66 | 26,36 10,59 5,59 38,01 | 0,40
168 7.6 38653,74 | 26,41 15,66 5,91 37,71 | 0,47
168 8.6 37553,98 | 24,95 11,63 5,36 36,50 | 0,09
168 9.6 36782,26 | 25,29 13,13 2,96 37,43 | 0,44
168 10.6 36417,64 | 25,00 15,43 6,06 38,58 | 0,49
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Tabela 30. Dados experimentais obtidos para o experimento FO4 no Gltimo dia de

maturacao.
Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIAM Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
M 1.6 39152,88 | 25,61 16,47 5,91 36,70 | 0,35
M 2.6 38761,12 | 25,94 15,66 6,32 35,86 | 0,00
M 3.6 38349,30 | 25,31 42,87 6,04 36,20 | 0,00
M 4.6 39975,34 | 27,31 34,57 6,71 39,52 | 0,37
M 5.6 39423,10 | 26,39 20,39 5,88 37,79 | 0,00
M 6.6 39080,90 | 26,32 31,34 6,92 37,81 | 0,00
M 7.6 38446,06 | 25,92 28,80 5,93 38,07 | 0,32
M 8.6 36163,94 | 26,13 37,22 6,32 36,10 | 0,37
M 9.6 29223,18 | 24,79 21,43 2,83 34,79 | 0,00
M 10.6 37017,08 | 24,93 29,84 5,78 42,38 | 0,32

Tabela 31. Dados experimentais obtidos para o experimento FO5 dos dias 1 e 2.

Ponto Concentragao
Horas DIA1 Etanol 2milb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
24 1.1 3711,58 0,00 7,13 0,00 4,15 | 0,00
24 2.1 3741,08 0,00 6,78 0,00 3,91 | 0,00
24 3.1 3741,08 0,00 6,44 0,00 4,01 | 0,00
24 4.1 3870,88 0,00 6,67 0,00 4,03 | 0,00
24 5.1 3652,58 0,00 7,13 0,00 3,79 | 0,00
24 6.1 3662,02 0,00 6,09 0,00 3,71 | 0,00
24 7.1 3722,20 0,00 7,36 0,00 4,11 | 0,00
24 8.1 3612,46 0,00 6,78 0,00 3,75 | 0,00
24 9.1 3690,34 0,00 6,78 0,00 3,79 | 0,00
24 10.1 3771,76 0,00 8,17 0,00 4,15 | 0,00
DIA 2
48 1.2 13351,00 | 4,02 6,32 0,15 19,76 | 0,00
48 2.2 13798,22 | 4,74 5,86 0,00 22,61 | 0,00
48 3.2 13018,24 3,75 5,63 0,00 19,47 | 0,00
48 4.2 12934,46 | 4,04 4,36 0,00 19,45 | 0,00
48 5.2 12680,76 | 2,76 5,17 0,00 15,11 | 0,00
48 6.2 12745,66 | 2,69 5,98 0,00 15,27 | 0,00
48 7.2 12163,92 3,37 6,44 0,00 17,70 | 0,00
48 8.2 13031,22 3,93 6,55 0,00 18,97 | 0,00
48 9.2 13019,42 | 2,65 5,17 0,00 15,81 | 0,00
48 10.2 12447,12 | 2,76 4,94 0,00 16,90 | 0,00
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Tabela 32. Dados experimentais obtidos para o experimento FO5 do dia 3 ao dia 5.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA3 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
72 13 21478,84 8,91 7,59 4,74 25,65 | 0,00
72 2.3 20764,94 7,62 7,13 3,20 22,51 | 0,00
72 3.3 18999,66 5,51 6,21 3,41 20,40 | 0,00
72 4.3 20394,42 6,34 6,21 3,43 22,77 | 0,00
72 5.3 20860,52 6,78 5,98 3,04 21,97 | 0,00
72 6.3 20793,26 7,60 7,25 3,38 22,39 | 0,00
72 7.3 21049,32 6,76 6,44 3,95 24,63 | 0,00
72 8.3 20452,24 7,01 6,55 3,33 21,57 | 0,00
72 9.3 20880,58 7,14 7,13 3,30 22,25 | 0,00
72 10.3 20465,22 6,88 6,78 3,56 22,82 | 0,00

DIA4
96 14 20279,96 | 8,23 10,01 3,85 24,12 | 0,00
96 2.4 20226,86 | 8,70 12,43 3,28 24,75 | 0,00
96 3.4 20225,68 7,33 7,48 4,32 25,21 | 0,00
96 4.4 20544,28 6,82 9,44 2,18 23,20 | 0,00
96 5.4 20475,84 6,40 8,40 3,38 22,59 | 0,00
96 6.4 14824,82 3,35 6,67 0,07 26,22 | 0,00
96 7.4 21772,66 | 8,32 7,82 4,19 24,57 | 0,00
96 8.4 19483,46 | 10,19 7,36 4,63 24,75 | 0,00
96 9.4 20231,58 7,30 10,01 2,78 23,34 | 0,00
96 10.4 20937,22 7,07 9,09 2,42 25,55 | 0,00
DIA 5
144 15 21076,46 6,92 6,78 3,15 22,27 | 0,00
144 2.5 23051,78 | 10,76 10,70 5,26 29,94 | 0,00
144 3.5 20353,12 8,42 7,82 5,93 31,39 | 0,00
144 4.5 18661,00 | 8,61 5,29 6,19 33,58 | 0,00
144 5.5 20065,20 5,52 6,21 6,14 27,91 | 0,00
144 6.5 20576,14 8,53 7,48 5,62 28,79 | 0,00
144 7.5 10870,05 8,82 7,25 5,00 15,77 | 0,00
144 8.5 10241,11 7,64 7,13 4,87 14,54 | 0,00
144 9.5 11985,15 | 10,13 10,82 4,89 15,30 | 0,00
144 10.5 11986,33 | 10,02 7,13 5,91 15,68 | 0,00
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Tabela 33. Dados experimentais obtidos para o experimento FO5 do dia 6 e do Gltimo
dia de maturagéo.

Ponto Concentragdo (mg/L)

Horas DIA 6 Etanol 2mlb | Acetaldeido Triptofol FEA Al
168 1.6 9825,16 6,95 6,21 5,23 16,51 | 0,00
168 2.6 12129,11 10,49 9,55 6,01 15,77 | 0,00
168 3.6 8728,94 5,24 5,40 4,74 16,81 | 0,00
168 4.6 10085,35 7,01 7,02 6,01 16,88 | 0,00
168 5.6 9079,40 5,60 8,40 4,24 15,83 | 0,00
168 6.6 10642,31 7,91 8,05 4,97 15,69 | 0,00
168 7.6 10765,03 7,81 7,25 5,07 15,83 | 0,00
168 8.6 10784,50 | 8,99 8,40 6,58 17,10 | 0,00
168 9.6 11625,25 9,68 6,55 5,02 14,34 | 0,00
168 10.6 11598,11 9,20 6,55 6,17 15,75 | 0,00

DIAM
M 1.6 9604,50 6,86 18,20 5,02 18,86 | 0,00
M 2.6 11146,76 | 9,28 15,55 5,10 16,65 | 0,00
M 3.6 9003,29 5,73 16,01 5,05 16,77 | 0,00
M 4.6 9669,40 6,67 15,43 5,52 30,75 | 0,00
M 5.6 9032,20 5,77 14,05 4,76 30,38 | 0,00
M 6.6 11176,85 8,36 12,66 5,05 31,89 | 0,00
M 7.6 9997,44 6,63 16,58 5,46 30,59 | 0,00
M 8.6 9550,81 6,17 14,05 5,13 32,16 | 0,00
M 9.6 10975,07 8,50 15,32 6,27 28,35 | 0,00
M 10.6 11725,55 9,12 9,90 5,57 31,57 | 0,00

B.2. Valores de média e variancia para cada metabolito
NoS ensaios

Tabela 34. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de etanol
(mg/L) nos experimentos FO1, FO2 e FO3.

Etanol
FO1 FO2 FO3
Tempo Média Variancia Média Variancia Média Variancia
24hr 21178,77 | 805401,42 | 21178,77 | 805401,42 11085,75 | 208200,57
48hr | 32479,86 | 5727303,35 | 21672,24 | 1705474,30 | 22406,08 | 302741,12
72hr | 37734,40 | 1346533,36 | 20741,81 | 1203589,22 | 29030,96 | 3002110,04
98hr 38638,40 | 2635771,71 | 19236,01 | 11350316,54 | 28927,83 | 468355,75
144hr | 37590,21 | 1401481,80 | 16243,53 | 20548042,53 | 28680,85 | 643477,11
312 hr | 36799,84 | 1109279,26 | 15564,80 | 17827742,51 | 30425,01 | 635812,52
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Tabela 35. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de etanol
(mg/L) nos experimentos FO4 e FO5.

Etanol
FO4 FO5
Tempo Média Variancia Média Variancia
24hr 4630,56 15103,03 3717,60 4670,23
48hr 19283,57 | 935597,62 | 12919,00 | 187203,85
72hr | 30305,12 | 1427981,79 | 20613,90 | 382681,65
98hr | 33165,09 | 2471352,44 | 19900,24 | 3172754,61
144hr | 35873,19 | 5171077,91 | 16886,63 | 22284410,03
168 hr | 38221,03 | 1899475,06 | 10526,32 | 1107264,20
312 hr | 37559,29 | 8875250,68 | 10188,19 867173,77

Tabela 36. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de 2milb
(mg/L) nos experimentos FO1, FO2 e FO3.

2milb
FO1 FO2 FO3
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia Média | Variancia
24hr 12,98 0,85 5,45 0,24 4,27 1,10
48hr 22,93 2,50 10,13 1,31 8,28 0,45
72hr 27,89 2,25 8,46 2,67 15,00 2,37
98hr 33,21 2,90 8,12 7,16 14,87 1,36
144hr 31,34 4,89 6,71 9,77 15,21 1,95
312 hr 27,94 3,69 5,40 5,74 16,50 4,30

Tabela 37. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de 2mlb
(mg/L) nos experimentos FO4 e FO5.

2milb
FO4 FO5
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia
24hr 0,06 0,01 0,00 0,00
48hr 9,55 1,16 3,47 0,48
72hr 15,01 2,16 7,06 0,72
98hr 18,35 3,85 7,37 2,88
144hr 20,98 4,81 8,54 2,23
168 hr 25,61 0,35 7,89 2,68
312hr | 25,86 0,50 7,31 1,69
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Tabela 38. Valores de media e variancia para a variavel

acetaldeido (mg/L) nos experimentos FO1, FO2 e FO3.

Acetaldeido
FO1 FO2 FO3
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia Média | Variancia
24hr 4,04 0,06 0,63 0,22 5,30 0,41
48hr 5,61 0,57 4,94 9,85 5,52 0,17
72hr 16,48 11,68 7,49 6,44 9,40 0,20
98hr 19,65 14,75 7,19 8,94 9,69 1,51
144hr 23,62 4,34 6,43 6,46 11,05 6,18
312hr | 32,83 11,08 11,48 6,81 14,30 25,04

Tabela 39. Valores de meédia e variancia para a variavel

acetaldeido (mg/L) nos experimentos F04 e F05.

Acetaldeido
FO4 FO5
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia
24hr 10,93 0,45 6,93 0,29
48hr 6,92 0,22 5,64 0,47
72hr 7,58 0,64 6,73 0,26
98hr 10,23 0,54 8,87 2,61
144hr 15,67 3,23 7,66 1,40
168 hr 13,46 3,23 7,34 1,40
312 hr 27,86 75,07 14,77 4,71

resposta concentracdo de

resposta concentracdo de

Tabela 40. Valores de média e variancia para a varidvel resposta concentragdo de
triptofol (mg/L) nos experimentos FO1, FO2 e FO3.

Triptofol
FO1 FO2 Fo3
Tempo | Média | Varidancia | Média | Varidancia | Média | Variancia
24hr 6,05 1,27 3,56 0,25 0,70 0,36
48hr 2,53 0,22 2,69 0,41 1,37 0,32
72hr 3,74 0,36 3,02 1,20 2,77 0,92
98hr 4,77 0,80 3,22 1,97 2,13 0,15
144hr | 4,60 0,14 4,01 1,52 2,19 0,16
312 hr 3,06 0,53 1,22 0,41 2,76 1,83
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Tabela 41. Valores de media e variancia para a variavel resposta concentracdo de
triptofol (mg/L) nos experimentos FO4 e FO5.

Triptofol
FO4 FO5
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia
24hr 0,00 0,00 0,00 0,00
48hr 5,14 0,91 0,02 0,00
72hr 4,60 1,65 3,53 0,21
98hr 3,70 0,66 3,11 1,63
144hr 4,40 1,01 5,30 0,75
168 hr 5,55 0,83 5,40 0,50
312 hr 5,87 1,15 5,29 0,17

Tabela 42. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de alcool
fenetilico (mg/L) nos experimentos FO1, FO2 e FO3.

Alcool fenetilico
FO1 F02 FO3
Tempo | Média | Varidancia | Média | Variancia | Média | Variancia
24hr 38,65 7,09 28,56 2,57 0,70 0,36
48hr 42,64 10,16 37,00 4,55 1,37 0,32
72hr 45,24 47,50 35,86 3,21 2,77 0,92
98hr 48,98 23,30 35,18 15,29 2,13 0,15
144hr 47,91 9,35 37,12 10,05 2,19 0,16
312 hr 45,71 3,56 32,46 23,73 2,76 1,83

Tabela 43. Valores de média e variancia para a variavel resposta concentracdo de alcool
fenetilico (mg/L) nos experimentos F04 e FO5.

Alcool fenetilico
Fo4 FO5
Tempo | Média | Variancia Média | Variancia
24hr 4,76 0,11 3,94 0,03
48hr 29,89 11,77 18,10 5,14
72hr 27,91 23,13 22,70 1,99
98hr 28,15 2,76 24,43 1,15
144hr | 31,77 7,62 23,52 52,29
168 hr 37,51 1,95 16,05 0,59
312hr | 37,52 4,27 26,80 38,94
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Tabela 44. Valores de media e variancia para a variavel resposta concentracdo de

acetato de isopentila (mg/L) nos experimentos FO1, FO3 e FO4.

Acetato de Isopentila

FO1 FO3 FO4

Tempo | Média | Variancia Média | Variancia Média | Variancia
24hr 0,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48hr 1,00 0,01 0,08 0,02 0,00 0,00
72hr 1,12 0,01 0,33 0,00 0,00 0,52
98hr 1,11 0,02 0,25 0,02 0,01 0,56
144hr 0,63 0,02 0,14 0,02 0,00 0,41
168hr - - - - 0,02 0,32
312 hr 0,07 0,02 0,00 0,00 0,03 0,17
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