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RESUMO

MATHIAS, Thiago Rocha dos Santos. Aproveitamento biotecnoldgico de residuos industriais
cervejeiros. Rio de Janeiro, 2015. Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos — Escola de Quimica/UFRJ.

Orientadores:

Eliana Flavia Camporese Sérvulo, D.Sc.;
Jodo Batista de Almeida e Silva, D.Sc.;
Paula Fernandes de Aguiar, D.Sc.

Palavras-chave: residuos cervejeiros; fermentacao lactica; proteases; mostura.

A cerveja, obtida a partir da fermentacgao alcodlica de mosto elaborado com malte de cevada
e ldpulo, adicionado ou ndo de adjuntos (fontes substitutas de carbono), gera, em seu
processo de producdo, diferentes residuos - bagaco de malte, trub quente e levedura
residual cervejeira (LRC) - de importancia em volume e carga organica. Este trabalho teve
por objetivo avaliar o emprego destes residuos para produc¢do de extrato enzimdatico rico em
atividade proteolitica pelo cultivo de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, cultura
reconhecida como GRAS. Para tanto, os trés residuos tiveram sua composi¢cdo determinada
em funcdo dos teores de umidade, cinzas, carbono total e sollvel, nitrogénio total e sollvel,
proteinas bruta e sollvel, aminodcidos (FAN — free amino nitrogen) e agucares redutores;
bem como caracterizados quanto ao pH, a acidez tituldvel total e a demanda quimica
oxigénio. A partir de um planejamento experimental de misturas, foi observado que todos os
residuos permitiram crescimento da cultura lactica, embora sé tenha sido detectada
atividade proteolitica expressiva (1,98 U/mL) no extrato bruto de meios formulados
exclusivamente com LRC (4% de proteinas). Foi possivel incrementar a atividade proteolitica
(4,9 U/mL) pelo ajuste do teor proteico (6% m/v), com adicdo de glicose (6% m/v),
estabelecidos com base em um planejamento fatorial. Neste caso, determinou-se que a
concentracdo de proteinas apresentou maior efeito sobre a producdo de proteases do que a
concentracdo de glicose. O extrato bruto parcialmente purificado por precipitacdo com
etanol apresentou atividade de 145,5 U/g de precipitado proteico. O extrato proteolitico,
parcialmente purificado, foi utilizado (0,75 U/g de malte) na producdo de mostos
cervejeiros. A andlise comparativa dos mostos revelou que a adicdo de extrato proteolitico
durante a mostura teve efeito positivo com aumento dos teores de extrato, de nitrogénio
total e de aminoacidos (FAN). Ademais, os eletroferogramas indicaram alteracées no perfil
gualitativo e quantitativo de aminoacidos. As cervejas assim produzidas pouco se
diferenciaram quanto ao teor de etanol (valor médio de 3,7% v/v), embora as eficiéncias de
fermentacdo tenham variado de 91 a 98%; o valor maximo correspondente a cerveja
produzida a partir do mosto suplementado com proteases. Observou-se, ainda, reducdo da
massa de material coagulavel presente, que foi maior para os dois mostos adicionados de
proteases exogenas. Os resultados indicam o emprego do residuo cervejeiro (LRC) para
producdo de proteases por cultura lactica, com potencial aplicacdo no processo cervejeiro,
embora seja vasta a possibilidade de aplicacdo na industria de bioprocessos e de alimentos.



ABSTRACT
MATHIAS, Thiago Rocha dos Santos. Biotechnological utilization of brewery industrial
wastes. Rio de Janeiro, 2015. Doctoral Thesis submitted to Graduate Program in Technology
of the Chemicals and Biochemicals Process — Escola de Quimica/UFRJ.

Advisors:

Eliana Flavia Camporese Sérvulo, D.Sc.;
Jodo Batista de Almeida e Silva, D.Sc.;
Paula Fernandes de Aguiar, D.Sc.

Key words: Brewery wastes; lactic fermentation; proteases; mashing.

Beer, beverage obtained from alcoholic fermentation of wort prepared with barley malt and
hops, supplemented or not with adjuncts (carbon substitute fonts), generates in its
production process, three different wastes — brewer spent grain, hot trub and residual yeast
(LRC) — important in volume and organic load. This study aimed to evaluate the use of these
residues for the production of enzyme extract rich in proteolytic activity by cultivation of
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, microbial culture recognized as GRAS. Therefore,
the three residues had their composition determined in terms of moisture, ash, total and
soluble carbon, total and soluble nitrogen, crude and soluble proteins, amino acids (FAN -
free amino nitrogen) and reducing sugars; and were analyzed by pH, total acidity and
chemical oxygen demand values. From an experimental design of mixtures, it was observed
that the three waste allowed the growth of lactic culture, although it was detected
significant proteolytic activity (1.98 U/ml) only in the crude extract of media formulated
exclusively with LRC (4% proteins). It was possible to increase the proteolytic activity (4.9
U/ml) by adjusting the protein content (6% w/v) and addition of glucose (6% w/v) based on a
factorial experimental design. In this case, it was determined that the protein concentration
showed higher effect on proteases release than the concentration of glucose. The partially
purified extract by ethanol precipitation showed activity of 145,5 U/g of protein precipitate.
The proteolytic extract, partially purified, was used (0.75 U/g malt) to produce brewers
worts. The comparative analysis of worts showed that the addition of proteolytic extract
during the mash had a positive effect with increasing of extract recovered, total nitrogen and
amino acids (FAN). Furthermore, the electropherograms indicate changes in the qualitative
and quantitative amino acid profile. The beers produced present little differences in ethanol
content (mean value of 3.7% v/v), although the fermentation efficiencies have varied from
91 to 98%; the maximum value was obtained for beer produced from the wort
supplemented with proteases. It was still observed a reduction of the mass of coagulable
material content, which was higher (the reduction) for the two worts added by exogenous
proteases. The results indicate the use of the residual brewing yeast (LRC) for protease
production by lactic culture, with potential application in the brewing process, although the
possibility of wide application in bioprocess and food industry.
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Capitulo 1

Apresentagdo do Trabalho

1.1 ESTRUTURA DO TRABALHO

O trabalho foi dividido em capitulos de forma a agrupar assuntos correlatos, a fim de
facilitar a elucidacdo e compreensao de todo o contelddo. Dessa forma, cada capitulo da
parte experimental apresenta suas respectivas secdes de Objetivos Especificos, Materiais e
Métodos, Resultados e Discussdao, e Conclusdes. Ao final, é apresentado um capitulo de
Conclusdes Gerais e Perspectivas.

Inicialmente sdo dispostos os conteludos tedricos, que vdo do Capitulo 1 ao 3.
Inicialmente é apresentada a introducdo ao tema proposto e a justificativa para a realizagdo
do trabalho. Em seguida, é apresentado o objetivo geral proposto em fun¢cdo do material
abordado na introducdo. Da-se inicio, entdo, a uma breve revisdo bibliografica sobre os
principais assuntos estudados nas etapas experimentais, a fim de conferir a fundamentacao
tedrica necessaria para discorrer o trabalho, a saber, o processo cervejeiro e seus residuos, o
uso de enzimas e de bactérias lacticas, e o planejamento estatistico de experimentos.

Posteriormente sdo abordadas as etapas experimentais do trabalho, que
compreendem cinco capitulos, numerados de 4 a 8, cujo conteudo foi agrupado para facilitar
a apresentacdo de metodologias, resultados/discussdo e conclusdes das diferentes analises
e experimentos conduzidos. Primeiramente é feita a caracterizacdao dos trés residuos
cervejeiros usados; e em seguida sdo descritas as etapas de sele¢do de bactérias lacticas com
atividade proteolitica a serem utilizadas como agentes de fermentacdo. A partir de entdo,
sao descritos os experimentos de fermentacdo lactica dos residuos cervejeiros. O ultimo
capitulo experimental (Capitulo 8) apresenta um exemplo de aplicacdo do extrato
proteolitico, neste caso, o préprio processo cervejeiro.

Os Capitulos 9, 10, 11 e 12 trazem as Conclusdes Gerais, a lista de Referéncias

consultadas, os Apéndices, e as publica¢des referentes ao trabalho, respectivamente.
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1.2 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A cerveja é uma bebida alcodlica milenar que permite ao consumidor degustar
diferentes tipos e estilos, a depender da forma como é conduzido seu processo de producao
e/ou das matérias-primas que sdo utilizadas para sua obtenc¢do. De maneira geral, a cerveja
é o produto resultante da fermentacdo, por acao de leveduras cervejeiras, de mosto obtido
a partir de cereal malteado (cevada), acrescido ou ndao de outros cereais ou fontes de
acucares (denominados adjuntos), com adicdo de lupulo (TSCHOPE, 2001; REHM e REED,
1983; PRESCOTT e DUNN, 1949).

Por muitos séculos a producdo de cerveja em escala artesanal era suficiente para suprir
toda a demanda, produzindo-se cervejas de grande variedade de estilos. Contudo, a grande
difusdo e aceitacdo desta bebida ao longo de sua histdria levou a cerveja a ser uma das
bebidas mais apreciadas e consumidas nos cinco continentes, em paises de diferentes climas
e culturas. Dessa maneira, com o advento da Revolucdo Industrial, teve inicio a sua producao
em grandes escalas, fator que caracteriza o mercado cervejeiro até os dias atuais, devido ao
desenvolvimento de tecnologias modernas e a necessidade de atender com rapidez a
demanda do crescente mercado consumidor.

Outra caracteristica do mercado cervejeiro atual é a existéncia de grandes marcas que
dominam o maior percentual de producdo e vendas da bebida, que, na maioria dos casos, se
originaram de fusdes ou aquisicbes entre empresas que despontavam no mercado.
Atualmente, as trés maiores cervejarias do mundo sdo a AB InBev (USS 31,7 bi em vendas), a
SABMiller (USS 18,2 bi), e a Heineken (USS 16,15 bi). O Brasil, que representa o maior
percentual de acbes da AB InBev, ocupa a 32 posicdo no ranking mundial de producdo (12,4
bi L/ano) e o0 152 lugar em relagdo ao consumo, superior a 60 litros per capita ao ano (Portal
Cervesia, 2011).

Devido a grande disputa pelo mercado com precos competitivos e pela necessidade de
suprir a demanda com agilidade, diversas medidas podem ser tomadas, visando redugdes
dos custos de processo ou dos tempos de producdo e sdo comumente aplicadas pelas
grandes industrias. Como exemplo, podem ser citadas: a introducdo de adjuntos ao
processo, como fontes de carboidratos que substituem parcialmente o malte de cevada (que

possui maior custo e menor rendimento total); a supressdo do pousio de atividade

21



proteolitica durante a etapa de preparo do mosto (mostura); e a reducdao dos tempos de
maturacdo da bebida, apds a fermentacgao.

Contudo, tais medidas podem comprometer a qualidade sensorial e nutricional da
bebida produzida, inclusive podendo acarretar problemas durante todo o seu pds-
processamento, devido a sua forte relacdo com a composicao proteica do mosto cervejeiro.
O teor de fontes de nitrogénio (destacando-se as proteinas) presente depende
exclusivamente da matéria-prima e/ou adjunto utilizados, e da razdo cereal:dgua que
compde o meio. Porém, o perfil dos compostos nitrogenados no mosto cervejeiro (elevada,
média e baixa massa molar) ndo depende exclusivamente das matérias-primas empregadas
no preparo do mosto, mas, depende também, da conducdo de cada etapa do processo, das
guais se pode destacar a mostura.

A mostura é a etapa do processo que se destina a quebra (hidrdlise) do amido (material
de reserva energética dos vegetais), e de outras macromoléculas, em acglcares simples
(glicose e maltose) e outros nutrientes assimilaveis pela levedura cervejeira, devido a agao
de enzimas inerentes ao cereal malteado. Tradicionalmente, a mostura é realizada em
rampas de aquecimento, com periodos de pousio, de forma a estabelecer as temperaturas
adequadas para atividade de diferentes grupos enzimdticos, dentre os quais as enzimas
proteoliticas e, sobretudo, as amiloliticas (KUNZE, 1999; HOUGH, 1990). Diversos problemas
podem decorrer de uma mostura mal conduzida ou caso o pousio proteolitico seja suprimido
com finalidade de economia de energia e tempo, procedimento comum em grandes
industrias.

Esta forma de condugao pode acarretar insuficiéncia nutricional para a levedura, que é
dependente de aminoacidos que seriam liberados nesta etapa, e que, por sua vez, pode
resultar na biossintese de subprodutos indesejaveis, como as diacetonas vicinais,
estritamente relacionados ao perfil proteico do mosto. Uma vez presentes no meio, as
diacetonas vicinais sdao absorvidas e reduzidas pela levedura cervejeira para reoxidacdo de
fatores do metabolismo, contudo, este processo requer leveduras com elevada vitalidade e
longos tempos de maturacdo. Ademais, sem a hidrdlise ideal, havera maior concentracdo de
proteinas de elevada massa molar, que tendem a se complexar, prejudicando a estabilidade

coloidal da bebida mesmo depois de filtrada, até durante o tempo de prateleira, o que, em
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geral, exige o acréscimo de uma etapa de estabilizacdo para remocdo destes compostos por
adsorcdo em materiais especificos, como a silica, por exemplo.

A omissdo do pousio proteolitico pode ocasionar, ainda, outro problema, que surge na
etapa de cocgdao do mosto, devido a maior quantidade de trub quente formado. O trub
guente é um residuo gerado, principalmente, pela complexacdao de proteinas de elevada
massa molar, uma vez que estas nao serao eficientemente hidrolisadas durante a mostura e
passam por processo de desnaturacao e coagulagdo em temperaturas elevadas. Se o trub for
carreado para a etapa posterior, de fermentacdo, poderad causar inibicdo da levedura
cervejeira, e também causar sabores e aromas desagradaveis no produto final, interferindo
no pos-processamento e durante a conservacdo da cerveja. Logo, deve ser retirado do
mosto antes da inocula¢do, tornando-se, entdo, um residuo sélido do processo cervejeiro.
Estima-se que sejam gerados entre 0,2 e 0,4 kg de trub quente para cada hectolitro de
cerveja produzida (BRIGGS et al, 2004).

Outra caracteristica do processo cervejeiro é a geracao de trés residuos intrinsecos,
ditos inevitaveis, e de um quarto residuo que depende do tipo de cerveja produzida. A saber,
o bagaco de malte, o trub quente, a levedura residual cervejeira e a terra diatomdcea; todos
com elevada carga organica e ricos em compostos nitrogenados, como proteinas e
peptideos.

O bagago de malte (BM) é o primeiro residuo sélido a surgir ao longo do processo®, apds
a etapa de mostura, quando ja foram extraidos todos os compostos sollveis de interesse dos
grdos do cereal malteado, que sdo esgotados por lavagem com dagua. Constitui o residuo
solido de maior quantidade, sendo gerados entre 14 e 20 kg para cada hectolitro de cerveja
produzida (LIMA, 2010). Sua composicdao depende significativamente dos processos de
moagem e mostura aos quais é submetido.

A levedura cervejeira pode ser reutilizada para inocular novos tanques de fermentacao,
uma vez que se reproduzem intensamente, principalmente nas horas iniciais da etapa de
fermentacdo, aumentando sua populacdo entre 3 e 4 vezes dentro do reator (YAMADA et al,
2003). Contudo, esta reutilizacdo tem limite, o qual leva em consideracdo a contaminacdo do
indculo, bem como a viabilidade e a vitalidade celular. Portanto, de tempos em tempos, a

industria cervejeira deve dar destino adequado a grande quantidade de material, agora

1 . ~ e ~ ~
Levando-se em consideragdao o modelo atual de cervejarias que ndo contemplam a etapa de malteagdo em
seu processo produtivo, adquirindo malte pronto para utilizagdo.
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denominado por Levedura Residual Cervejeira (LRC), gerado entre 1,5 e 3 kg por hectolitro
de cerveja produzida (OLAJIRE, 2012; FERREIRA et al, 2010).

A terra diatomdacea é utilizada na filtracdo da bebida final, na qual ocorre a retencdo de
material sélido, principalmente leveduras e complexos de proteinas e polifendis. Para
cervejarias de grande porte e em paises em que se tem por habito o consumo de cervejas
limpidas, este auxiliar filtrante é o mais utilizado e pode ser gerado como residuo Umido
(cerca de 70% de umidade), na proporcdo entre 0,3 e 0,6 kg para cada 100 L de cerveja
produzida (FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e DAUFIN, 2006).

O crescente consumo de cerveja em todo mundo implica maior geragao destes residuos,
cujo descarte no ambiente impG&e tratamentos onerosos devido a elevada carga organica e a
intensa quantidade diariamente produzida. Considerando a produgdo anual de cerveja no
Brasil de 12,4 bilhdes de litros (CERVESIA, 2011), a Figura 1.1 apresenta as quantidades

médias destes residuos gerados anualmente.

10000

2500

1000 -

Un
[}

100 -
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M Bagaco de malte mtrub quente ® Levedura residual MTerra diatomacea

Figura 1.1: Quantidades de residuos gerados pela industria cervejeira no Brasil (em massa umida)
(Elaborado a partir de dados de OLAJIRE, 2012; CERVESIA, 2011; FERREIRA et al, 2010; LIMA, 2010;
FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e DAUFIN, 2006; BRIGGS et al, 2004).

Estes residuos apresentam rica composicdo quimica (Tabela 1.1) e nutricional, e,
portanto, exigem elevada demanda bioquimica de oxigénio para degradacdo. Desta maneira,
sua disposicdo no ambiente gera uma série de transtornos ao ecossistema e os residuos
devem ser, entdo, tratados antes de sua disposicdo final, o que muitas vezes representa

custos que sao incluidos na cadeia produtiva para repasse ao consumidor. Nesse aspecto,
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visando a obtencdo de produtos de maior valor agregado e a destinacdo dos residuos
gerados para fins mais nobres, os bioprocessos industriais apresentam-se como potenciais
meios para destinacdo destes rejeitos (ALIYU; BALA, 2011; YAMADA et al, 2003; PANDEY et
al, 2000), com destaque para o bagaco de malte, o trub quente e a levedura residual

cervejeira.

Quadro 1.1: Principais componentes presentes nos residuos cervejeiros *

Bagaco de Levedura Terra
trub quente . ] !
malte residual diatomacea
Fibras v - - -
Carboidratos - v v -
Proteinas ' v \' v
Aminoacidos ' - \' -
Cinzas v Vv v -
Vitaminas v - v -
Compostos v v - Vv
fenodlicos
Acidos graxos - v Vv -
Materiais fosseis - - - \'

*Quadro elaborado a partir de diversos dados da literatura, especificados na se¢do 3.3 do trabalho.

Em face de suas composi¢cdes quimicas ricas em proteinas (BM, 15-25%; trub quente,
50-70%; LRC, 35-60% - em base seca), torna-se muito conveniente a sua utilizacdo para a
formulacdo de meios indutivos para fermentacdo e obtencdo de enzimas proteoliticas
extracelulares. Depois de extraidos do meio, tais complexos enzimaticos podem apresentar
diferentes aplicacdes em bioprocessos. Porém, seria de grande interesse o emprego destes
residuos para a sustentabilidade do préprio processo cervejeiro. Uma estratégia seria
direcionar os residuos para a geracgdo de bioprodutos capazes de incrementar ou acelerar a
producdo da cerveja, ou ainda, melhorar sua qualidade quimica, fisico-quimica e sensorial.

Tendo-se ciéncia dos problemas gerados devido a supressdao do degrau proteolitico
durante o preparo do mosto, pode haver necessidade de se empregar enzimas proteoliticas
exdgenas nas etapas de mostura e/ou de acabamento da cerveja. Contudo, as enzimas
comerciais apresentam custos consideraveis e sua obtencdo por via microbiana (geralmente
a partir do cultivo de fungos filamentosos), em geral, é dificultada e demorada. Portanto,
fica evidente a necessidade de serem avaliadas novas matérias-primas de baixo custo, bem

como de micro-organismos potenciais produtores destes complexos enzimaticos.
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Devido aos longos tempos de fermentagdo envolvidos nos processos com fungos
filamentosos (grandes produtores de proteases), outros micro-organismos que podem se
apresentar como potencial para aplicacdo na obtencdo de extratos enzimaticos sdo as
bactérias lacticas. Este grupo microbiano apresenta significativa atividade proteolitica,
necessdria para a obteng¢dao de aminodcidos essenciais ao seu desenvolvimento (PANESAR, et
al, 2007).

Além disto, a atuacdo destes micro-organismos e enzimas tende a alterar o perfil de
massa molar dos compostos nitrogenados presentes. Dessa maneira, podem-se extrair para
a fracdo soluvel proteinas de baixa massa molar, peptideos e aminoacidos, antes insollveis
ou de elevada massa molar, gerando um extrato passivel de aplicacdo para enriquecimento
do mosto, fornecendo fontes nitrogenadas na quantidade e tamanho molecular adequados
para a atividade metabdlica da levedura cervejeira, com grande impacto sobre a geragao de
subprodutos da fermentacado, como o diacetil, por exemplo.

Na literatura, ha relatos sobre a avaliacdo da atividade proteolitica de bactérias lacticas
(TAKAFUIJI et al, 1995; KOK e VENEMA, 1988), contudo, poucos trabalhos objetivam a
fermentacdo lactica de materiais para obtencdo de extrato proteolitico ou para aumento da
fracdo de nitrogénio soluvel no meio, devido a atividade destes micro-organismos. Nenhum
trabalho encontrado utiliza bactérias lacticas e residuos cervejeiros para estas finalidades.
Pode-se inferir, portanto, que este trabalho é inovador, j3 que pretende desenvolver
tecnologia para atender as demandas do crescente mercado cervejeiro que leva os
produtores a reduzir o tempo de producdo e fornecer cervejas de preco final mais acessivel
ao consumidor, contudo, sem alterar a qualidade da bebida. E, ainda, visando a consolidacao

de um processo mais limpo em aspectos ambientais, com reduzida geragao de residuos.
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Capitulo 2

Objetivo Geral

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi o aproveitamento de trés residuos sdlidos, de
elevada carga organica, gerados pelo processo cervejeiro, a saber, o bagaco de malte, o trub
quente e a levedura residual cervejeira, visando a producdo de extrato rico em atividade

proteolitica a partir da fermentacdo lactica destes residuos.

Para tanto, foram estabelecidas as seguintes etapas experimentais:

e Caracterizar os residuos cervejeiros;

e Selecionar cultura de bactéria lactica com elevada atividade proteolitica;

e Avaliar o comportamento da cultura lactica sob cultivo em meios formulados a partir
dos residuos cervejeiros;

e Otimizar a producdo de proteases por fermentacdo lactica;

e Avaliar a aplicacdo do extrato proteolitico obtido para a producdo de mostos

cervejeiros.
O trabalho foi dividido em cinco etapas experimentais, ja descritas no Item 1.1

(Estrutura do trabalho), cujos objetivos especificos sdo contemplados em cada capitulo

subsequente.

27



Capitulo 3

Revisdo Bibliogrdfica

O presente capitulo apresenta os principais assuntos relacionados ao trabalho
experimental proposto. Para facilitar a compreensdo, o texto foi dividido em seis se¢des
distintas, agrupando os temas afins.

Na primeira se¢ao é apresentada uma breve revisdo sobre a cerveja, incluindo a
definicdo da bebida, seguida de um breve histérico e uma rdpida abordagem da conjuntura
de seu mercado atual. Nas subsecbes seguintes, sdo abordados os assuntos mais relevantes
do processo cervejeiro, com descricdao das principais matérias-primas envolvidas, das etapas
de preparo do mosto, do bioagente utilizado na fermentacdo, e das etapas de
processamento pds-fermentagao.

Na segunda secdo é estudada a composicdo do mosto cervejeiro e da cerveja, com
énfase nos compostos nitrogenados presentes, como resultado de caracteristicas das
matérias-primas e do processo de producdo. S3o também abordados os efeitos desta
composicdo sobre a qualidade da bebida.

A terceira secao apresenta os quatro residuos sélidos do processo cervejeiro,
abordando suas caracteristicas e composicao, bem como a fase do processo e a proporcao
em que sdao gerados. Também sdo apresentadas as atuais utilizacdes dos mesmos, bem
como o potencial para novas aplicagdes.

Na quarta secdo sdo explicitados os papeis das enzimas atuantes no mosto
cervejeiro, com énfase para as enzimas proteoliticas.

A quinta secdo apresenta uma breve revisdao da utilizacdao industrial de bactérias
lacticas, das caracteristicas destes micro-organismos, bem como sdo evidenciados trabalhos
de avaliacdo da atividade proteolitica para tratamento de matérias ricas em compostos
nitrogenados de elevada massa molar.

Por fim, na sexta secdo, sdao revisados os planejamentos experimentais e testes

estatisticos utilizados para desenvolvimento dos experimentos e andlise dos resultados.
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3.1 CERVEJA

3.1.1 Definicao

De maneira geral, pode-se definir a cerveja como a bebida alcodlica carbonatada, obtida
a partir da fermentacdo alcodlica de mosto cervejeiro contendo malte de cevada, agua
potavel e lUpulo, por acdo de leveduras. Tem-se ainda que o malte pode ser substituido por
seus extratos ou parcialmente substituido por outros cereais, maltados ou nao,
denominados adjuntos, cuja variagdo na composi¢ao ou processo gera os diferentes tipos da
bebida (TSCHOPE, 2001; REHM e REED, 1983).

No Brasil, a producdo da bebida é regulamentada pela Lei n° 8.918, de 14 de julho de
1994, regulamentada pelo decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, que a define como a
bebida obtida pela fermentac¢do alcodlica do mosto cervejeiro contendo dgua potavel, malte
de cevada e lupulo, por ag¢do de levedura cervejeira. O mosto pode ainda ser adicionado de
outros cereais, germinados ou ndo, ou de extratos acucarados, que substituem parcialmente
o malte de cevada (BRASIL, 2009).

A cerveja pode receber diferentes classificagdes em virtude de alteragdes das matérias-
primas ou de seu processo de producdo, sendo impossivel definir com precisdo quantos
tipos desta bebida existem em todo o mundo. Pequenas mudancas no processo de
fabricacdao, como diferentes tempos e temperaturas de mostura, fermentagdao e maturacao,
e o uso de outros ingredientes que ndo somente os quatro basicos - 4gua, lupulo, cevada e

malte - geram uma grande variedade de cervejas com caracteristicas diferenciadas.

3.1.2 Historico e Mercado

Ha registros de que a cerveja é uma das bebidas fermentadas mais antigas da
histéria. Os primeiros relatos remontam sua produgcdao hda mais de 5 mil anos, na
Mesopotdamia e no Egito, civilizacGes que se destacavam na producdo de cereais, sendo
cerveja e pao distribuidos como alimento diario aos trabalhadores (KUNZE, 1999).

Quando difundida pela Europa, destacaram-se em sua producdo, inicialmente, Grécia
e Roma, até entdo apenas consumidores de vinho. Contudo, mais tarde, durante o Império
Romano, o povo de origem germanica se sobressaiu na arte de produgdo de cerveja, muito

vinculada a religido, sendo fabricada principalmente em monastérios, que sao os locais de
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origem das cervejarias mais antigas da historia (BAMFORTH, 2003; BOULTON e QUAIN,
2001). Apds a revolugdo industrial, Inglaterra e Alemanha tornaram-se grandes produtores
da bebida (LIMA et al, 2001b) e assim permaneceram por longos periodos. Atualmente, a
China é a maior produtora de cerveja, produzindo cerca de 48,9 bilhGes de litros por ano,
seguida dos Estados Unidos (22,5 bilhdes de litros anuais) e do Brasil (12,4 bilhdes).

Apesar de ser o terceiro maior produtor da bebida, a chegada da cerveja no Brasil foi
tardia. O clima impréprio para cultivo da cevada e do ldpulo, bem como o habito do
consumo de vinho por portugueses foram fatores que contribuiram para o nao
desenvolvimento desta cultura no pais. A histéria indica a Bohemia como a primeira
cervejaria do Brasil, fundada em 1853, na cidade de Petrdpolis, no Rio de Janeiro. Contudo, a
producao industrial se estabeleceu com a criagdao da Manufactura de Cerveja Brahma Villiger
& Companhia, em 1888, também no Rio de Janeiro, seguida da criacdo da Companhia
Antarctica Paulista, em S3o Paulo, em 1891 (AQUARONE et al, 2001).

O mercado cervejeiro mundial é caracterizado por grandes empresas do ramo, que
surgiram principalmente de grandes fusdes e aquisicdes. Neste aspecto, o Brasil apresentou
importante papel. No ano 2000, Brahma e Antarctica, que possuiam o maior percentual do
mercado brasileiro, passaram por processo de fusdo, tornando-se a AmBev (CAMARGOS e
BARBOSA, 2005). Em 2004, nova grande fusdao ocorreu, entre a AmBev e a Interbrew, de
origem belga, que resultou na criacdo da InBev, que disputava o primeiro lugar com as
americanas SABMiller e Anheuser-Busch. Recentemente, a aquisicdo de uma das maiores
concorrentes mundiais, a Anheuser-Busch, produtora da Budweiser, transformou a InBev em
AB-InBev, a maior companhia de bebidas do mundo. Outras aquisicdes também ocorreram,
como a aquisicdo do Grupo BBH pela Heineken-Carlsberg e a formacdo da MillerCoors, pela
SABMiller e Molson Coors através de uma joint venture. Dessa forma, os cinco maiores
grupos cervejeiros, AB Inbev, SAB Miller, Heineken, Carlsberg e a China Resource Brewery

Ltd., representam agora quase 50% do mercado cervejeiro mundial (CERVESIA, 2008).

3.1.3 Matérias-primas cervejeiras

Trés matérias-primas principais sdo requeridas para o preparo do mosto utilizado na
producao de cerveja: dgua, malte de cevada e ldpulo, cuja qualidade tem influéncia decisiva

nas propriedades e consequente aceitacdo do produto final. Para fins da melhor exposicdo
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didatica possivel, serd considerada como matéria-prima a cevada e o malte sera abordado
na etapa de malteagdo, no processo.

A 3dgua a ser utilizada no processo — denominada agua cervejeira — deve cumprir
requisitos que vao além de sua potabilidade, uma vez que a composicdo desta pode
influenciar consideravelmente o processo e o produto final, principalmente a atividade
enzimatica, o brilho, a espuma, o aroma e o sabor da bebida. Deve, portanto, ser isenta de
cor, turbidez, sabor, odor e, ainda, deve apresentar baixa carga microbiana e baixo teor de
gases dissolvidos (DRAGONE e SILVA, 2010).

Diversos cereais, de composicao predominantemente amildcea, podem ser utilizados
para producdo de cerveja. Contudo, a cevada é o preferencial e até mesmo dito
insubstituivel (LEWIS e YOUNG, 2001), o que acarreta grande consumo deste pela industria
cervejeira. No ano 2000, cerca de 94% da producdo mundial de cevada (em torno de 10’
toneladas) foi destinada a producdo da bebida (MORRIS e BRYCE, 2000). A composicao da
cevada depende de diversos fatores, como variedade, solo, clima e época de cultivo. Dentre
seus principais constituintes, destacam-se: polissacarideos amildceos e ndo-amildceos
(celulose e hemicelulose, incluindo B-glucanas e pentosanas), proteinas, lipideos e outros em
menores quantidades, como monofendis, polifendis e alguns ions (HORNSEY, 1999). A

Tabela 3.1 apresenta a composicao da cevada.

Tabela 3.1: Composi¢do quimica da cevada

Componente %
Amido 50-63
Proteina 8-16
Hemicelulose 10
Celulose 5-6
Lipideos 1,5-2,0

Minerais e inorganicos 2,0-4,0
Fonte: KUNZE, 1999.

O lapulo (Humulus lupulus) é uma planta trepadeira perene, de crescimento rapido, que
dispde suas flores masculinas e femininas em diferentes organismos. De clima frio e dificil
cultivo, é sujeita a pragas e doencgas e necessita de regas frequentes, luz intensa, pouco
vento e solo profundo e pouco compactado para crescimento de suas longas raizes (KUNZE,

1999). Em geral, as inflorescéncias femininas ndo fecundadas sdo utilizadas como matéria-
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prima cervejeira, pois contém a lupulina intacta, que é um conjunto de glandulas de cor
amarela, onde se concentram resinas amargas, 6leos essenciais e polifendis (DRAGONE e
SILVA, 2010; KUNZE, 1999). Com a inclusdo dos minerais, estas substancias presentes no
[Upulo sdo as de maior importancia e influéncia no processo cervejeiro.

Os adjuntos sdo definidos como materiais capazes de fornecer carboidratos ao mosto
cervejeiro, para complementagdo do teor obtido através do processamento da matéria-
prima principal, o malte de cevada (BRIGGS et al, 2004). Sua utilizagdo é muito comum em
diversos paises, a depender da legislagdao vigente promovendo considerdveis redu¢ées no
custo do processo (TSCHOPE, 2001; HORNSEY, 1999). Os adjuntos normalmente usados sdo:
amildceos (gritz de milho, quirera de arroz, trigo, cevada, sorgo, aveia, centeio), produzindo
dextrinas e acgUcares fermentesciveis no meio; agucares (xarope de milho high maltose,
acucar cristal, acucar invertido), incorporando basicamente acuUcares de fermentacdo; e
extratos (extrato de malte, extrato de cevada) (LIMA et al, 2001b; KUNZE, 1999).

Aditivos ou coadjuvantes sdo substancias adicionadas em pequenas quantidades e que
possuem efeito benéfico sobre o produto ou sobre o processo, respectivamente. Exemplos
sdo: enzimas, agentes filtrantes, agentes clarificantes, conservantes, antioxidantes,
acidulantes, agentes tamponantes, estabilizantes coloidais, e aditivos de cor ou sabor.
Devido a suas aplicagcdes de papel muito especifico, estes componentes serdo abordados

juntamente as etapas do processo em que sdo aplicados.

3.1.4 Agentes de fermentagao

Diversos micro-organismos sdo capazes de produzir etanol a partir de carboidratos,
através de seu metabolismo energético. O destaque é dado para leveduras, cujo género
Saccharomyces tem grande utilizacdo na drea de alimentos e bebidas. As leveduras
cervejeiras sdo micro-organismos aerdbios facultativos, que na presenca de oxigénio
realizam respiracdo aerdbia, e, na auséncia, o metabolismo fermentativo. S3o capazes de
metabolizar acucares simples liberando rapidamente importantes metabdlitos no meio, o
etanol e o CO, (TORTORA, CASE E FUNKE, 2011; BOULTON e QUAIN, 2001; PRESCOTT e
DUNN, 1949). Dentre as espécies do género citado, S. cerevisiage e S. uvarum sdo as
chamadas leveduras cervejeiras. A ultima era denominada por S. carlsbergensis (BAMFORTH,

2003).
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As leveduras da espécie S. cerevisiae, associadas a cerveja do tipo Ale, apresentam
melhor atividade em temperaturas entre 18 e 22 °C. Estas sao chamadas leveduras de alta
fermentacdo (ou de topo), uma vez que tendem a formar agregados, chamados pseudo-
hifas, que sofrem flotacdo por arraste com CO,, durante a fermentagdao tumultuosa
(DRAGONE e SILVA, 2010; BAMFORTH, 2003; BOULTON e QUAIN, 2001). Ja as leveduras da
espécie S. uvarum tém 6timo metabdlico entre 6 e 15 °C e tendem a sofrer floculagao,
principalmente quando a fonte de agucar fermentescivel se extingue, podendo ser resultado
de uma condicdo de estresse para o micro-organismo. Dessa maneira, os flocos pesados se
depositam ao fundo do reator, e, por isso, estas sdao denominadas leveduras de baixa
fermentacao (ou de fundo), associadas a producado de cerveja tipo Lager (DRAGONE e SILVA,
2010; BAMFORTH, 2003; BOULTON e QUAIN, 2001).

O inéculo, como é chamado, pode provir de fermento que estd sendo utilizado pela
primeira vez, e recebe o nome de fermento zero (ou fermento R, de raiz). Contudo, pratica
comum na industria cervejeira é a reutilizagdo de células, uma vez que se multiplicam em
torno de trés a quatro vezes no reator de fermentagdao, sendo capaz de inocular outros

reatores posteriores (VIEIRA et al, 2013b; KNUDSEN, 1978).

3.1.5 Processo Cervejeiro

A qualidade da cerveja produzida é totalmente dependente da forma de conducao
do processo de producdo e de seu respectivo controle. Deve ser minimizado o surgimento
de problemas que gerem alteragdes de caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e
sensoriais, desde a escolha e tratamento das matérias-primas, seu processamento,
fermentacdo, e etapas seguintes de finalizacgdo do produto, inclusive durante o seu
transporte e estocagem.

A Figura 3.1 apresenta o diagrama de blocos do processo cervejeiro, cujas etapas serdo

resumidamente descritas a seguir.
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Figura 3.1: Diagrama de blocos do processo cervejeiro
(Elaborado a partir de diversos dados da literatura, especificados ao longo do texto).

3.1.5.1 Malteacao

Devido a incapacidade da levedura cervejeira de producdo de enzimas extracelulares
para metabolizar o amido disponibilizado pela cevada e/ou adjunto, é necessaria uma etapa
prévia denominada malteacdo (ou maltagem), que tem por objetivo principal promover o
aumento do contetido enzimatico do cereal e de seu chamado poder diastatico? (O'ROURKE,
2002). Esta propriedade permitird que o amido e demais macromoléculas sejam hidrolisados
para disponibilizacdo de acucares fermentesciveis e de outros compostos de importancia,
durante a etapa seguinte, de brassagem (LIMA et al, 2001b). A malteacao é dividida em trés
subetapas, a saber: a maceracdo (hidratacdo), a germinacdo e a secagem. Por ser um
processo longo e que exige rigorosos monitoramento e controle, muitas industrias optam
por ndo realizar a malteacdo em suas cadeias produtivas, adquirindo o malte seco de

empresas denominadas maltarias ou maltearias.

1 poder diastatico representa a atividade enzimatica do malte em fungdo da quantidade de sacarideos (ou
dissacarideos) ou aminoacidos (em gramas) formados a partir da atuacdo enzimatica em 100 g de malte. E
expressa em °Lintner (°L) ou em °*Windiscj-Kolbach (°WK) (Fonte: Jornal da Cerveja, 2013).
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3.1.5.2 Moagem

A etapa de moagem do malte consiste na quebra e esmagamento do grao,
reduzindo-o de maneira uniforme, objetivando o aumento da superficie de contato do grao,
a exposicdo da fracdo amildcea para acdo enzimatica, a quebra longitudinal da casca,
mantendo-a com maxima conservac¢ao possivel, uma vez que serd fundamental na etapa de
clarificacdo do mosto que serad vista adiante (LIMA et al, 2001b; KUNZE, 1999). A forma de
conducdo desta etapa apresenta importante influéncia na composi¢cao do mosto cervejeiro,
ja que o tamanho e qualidade das particulas obtidas estdo diretamente relacionados a taxa
de transformacées quimicas e bioquimicas durante a mostura, ao rendimento da brassagem,
a clarificagdo do mosto, a textura e a estabilidade coloidal do produto final (DRAGONE e

SILVA, 2010).

3.1.5.3 Brassagem

A brassagem é a etapa do processamento cervejeiro que tem por objetivo o preparo do
mosto, e compreende trés subetapas, a mostura, a clarificacdo e a coc¢do (ou fervura).
Alguns autores, como Kunze (1999) e Bamforth (2003), acrescentam a moagem a este

conjunto de operacdes. Cada procedimento sera detalhado a seguir.

Mostura

O malte e os possiveis adjuntos utilizados devem ser adicionados de agua, para que
ocorra solubilizacdo dos compostos presentes. Contudo, desta mistura, apenas uma
pequena parte de sua composi¢ao é diretamente soluvel em agua, em torno de 10 a 15%,
gue inclui pequenas quantidades de acucares fermentesciveis, dextrinas, substancias
inorganicas e algumas proteinas. As substancias insollveis, que compreendem o restante do
material, podem ser celulose, amido e proteinas de elevada massa molar.

Portanto, para que se promova a extracdao de todos os componentes de interesse na
matéria prima, deve ser realizada a mostura, ou mosturacdao, que é principal processo
durante a etapa de obtencdo de mosto cervejeiro rico em substratos fermentesciveis e com

fontes de nitrogénio em tamanho molecular adequados. A mostura consiste na producao do
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extrato, cujo nome provém da extracdo de substdncias do malte e adjuntos, devido a
hidrélise de materiais poliméricos presentes nestas matérias-primas e sua transferéncia para
a fracdo aquosa. O extrato é parcialmente caracterizado pelo teor de soélidos solluveis
presentes, avaliado a partir da densidade da solugdo e expressa, geralmente, em °Plato (%
m/m de sélidos soltveis na solugdo) (MANNING, 1993). Quanto maior o valor de extrato
obtido, maior o rendimento do processo e menor o custo (KUNZE, 1999).

Resumidamente, o que ocorre é a atuacdo de amilases, proteases, fosfatases e
glucanases, que promovem a hidrélise de macromoléculas permitindo maior solubilizacdo de
material no meio aquoso (LIMA et al, 2001b). Cerca de 70 a 80% da massa dos graos é
dissolvida durante o processo de mostura e extraida na etapa seguinte, de clarificacdo do
mosto. O processo se dd pela aplicacdo de calor de modo a atingir diferentes temperaturas
delineando-se as curvas de mostura, nas quais ha periodos de pousio especificos para
atuacado de diferentes enzimas.

Esta etapa é necessaria uma vez que os micro-organismos da fermentacdo, neste caso,
as leveduras cervejeiras, necessitam de agucares fermentesciveis para obtencao de energia e
liberacdo de etanol e CO,, bem como de nitrogénio livre (FAN — free amino nitrogen) na
forma de aminodcidos e peptideos para formacdo de constituintes celulares essenciais
(BAMFORTH, 2003).

Indiretamente, a mostura tem o poder de definir o perfil da cerveja produzida, pois
influencia diversas caracteristicas, como: o sabor (produtos e subprodutos da fermentacao, e
permanéncia de substancias insolUveis ndo hidrolisadas); a cor (principalmente pela
liberacdo de nitrogénio sollvel e aglcares redutores que sofrerdo posteriores reagdes
paralelas); a textura (pela presenca de proteinas e dextrinas); a estabilidade da espuma e a
turvacdo da cerveja (influenciadas, também, pelo perfil proteico); o poder calérico; o teor de

alcool; e a carbonatacdo (BRIGGS et al, 2004).

Clarifica¢do

Apds a etapa de mostura, cerca de 70 a 80% da massa dos graos é solubilizada pela acdo
das enzimas e deve ser separada da parte sélida residual por processo de clarificagcdo (ou
filtracdo). A mistura, ainda em temperatura elevada (76-80 °C) é disposta em equipamentos

especificos (tinas de clarificacdo com fundo falso, ou filtros prensa), para que os sdlidos
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(principalmente bagaco de malte) sejam retidos e o fluxo do liquido seja permitido. Este
devera ser recirculado por sobre a camada sélida até que se forme uma torta de filtragcao
eficiente na retencdo de todo material insollivel (que inclui proteinas coaguladas) com
liberagdao de mosto limpido e brilhante (BRIGGS et al, 2004). A fragdo soluvel, ou extrato,
agora é denominada mosto primario ou doce, devido a sua composicao predominantemente
rica em agucares de fermentac¢do (maltose, maltotriose e glicose), que constituem cerca de
65% dos acucares do mosto extraido (KUNZE, 1999).

De forma a aumentar a extracdo de compostos sollveis retidos na camada filtrante,
elevando-se o rendimento da mostura, nova quantidade de dgua, chamada agua secundaria,
pode ser utilizada para lavagem do material sélido. Em geral, dgua a 78 °C, na mesma
quantidade que a agua primaria (utilizada no processo de mostura), deve ser passada pela
fracdo solida ainda antes que escoe totalmente o mosto, para evitar a oxidacdo de

compostos retidos na parte superior da torta filtrante.

Cocgdo

Apds a clarificacdo, o mosto é transferido para caldeiras e aplica-se calor até que seja
atingida a temperatura de cocg¢do (ou fervura. Este processo pode durar entre 30 e 120
minutos, nos quais pode ser distribuida a adicdo de adjuntos acucarados e lupulo (PRIEST e
STEWART, 2006). Os principais objetivos desta etapa sdo: destruicdo das enzimas; aumento
da estabilidade coloidal; desinfeccdo; eliminacdao de compostos volateis indesejaveis;
precipitacdo de fosfato de cdlcio com reducdo do pH; desenvolvimento de cor; formacdo de
compostos de aroma e sabor; concentracdo do mosto e ajuste do extrato inicial (BRIGGS et
al, 2004; BAMFORTH, 2003; KUNZE, 1999). A elevada temperatura de fervura também tem
importante efeito sobre a lupulagem do mosto, que promove a isomerizagao e solubilizacao
de seus compostos no mosto cervejeiro (HORNSEY, 1999; HAUNOLD e NICKERSON, 1993).

Durante a coc¢dao do mosto é formado o trub quente, que deve ser removido do meio.
Os detalhes sobre a formacdo deste residuo, sua composicdo e remocdao do meio serdo
abordados no Item 3.3.2.

Considera-se, neste estdgio, encerrada a etapa de preparo do mosto ou brasagem, e

devem ser avaliados alguns parametros, como: limpidez, volume e extrato alcangados; bem
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como podem ser calculados o rendimento e a eficiéncia da brassagem (KUNZE, 1999). Diz ter

sido obtido o mosto de apronte.

3.1.5.4 Resfriamento e aeragao

O mosto de apronte é, entdo, submetido ao resfriamento para a temperatura de
fermentacado, que depende do tipo de cerveja a ser produzido. Apenas apds a reducdo da
temperatura, o mosto deve ser aerado, para que seja disponibilizado oxigénio com
saturagdo entre 6 e 9 mg/L, essencial para o desenvolvimento da levedura cervejeira nas
fases iniciais da fermentacdo, uma vez que seu metabolismo aerdbio apresenta maior

rendimento energético (PRIEST e STEWART, 2006; BRIGGS et al, 2004).

3.1.5.5 Fermentagao

O indculo é responsavel pela fermentacdo, etapa indispensdvel para a producdo da
cerveja (DRAGONE e SILVA, 2010). Consiste na atuacao metabdlica da levedura cervejeira
para transformacdo de aglcares em biomassa, etanol e subprodutos e, consequentemente,
do mosto em cerveja, em um processo que dura entre 5 e 7 dias. Este processo é complexo e
ainda apresenta aspectos que necessitam ser elucidados (BOULTON e QUAIN, 2001), sendo
objeto de estudo de diversas pesquisas.

As leveduras cervejeiras, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum, sao
organismos heterotréficos, que, portanto, necessitam de um substrato organico que atua
como fonte de carbono e energia. S3o seres facultativos, de forma que podem realizar a
respiracdo aerdbia (ciclo de Krebs) ou a fermentacdo (alcodlica) como vias metabdlicas, na
presenca ou auséncia de oxigénio livre, respectivamente (LIMA et al, 2001b). A primeira
etapa do metabolismo é comum para os dois caminhos metabdlicos. A via glicolitica
(glicdlise, ou ainda, via de Embden-Meyerhof), na qual o acgucar redutor (glicose, frutose,
maltose e maltotriose, nesta ordem) sofre um processo de oxidacdo em uma sequéncia de
dez reac¢bes bioquimicas para geracdo de energia e acimulo de um composto intermediario,
denominado piruvato (NELSON e COX, 2011; TORTORA, CASE E FUNKE, 2011; PRESCOTT e
DUNN, 1949).
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Apds a formacgdo de piruvato, na presenca de oxigénio, diz-se que hd oxidacdo completa
do substrato a CO,, pela via metabdlica do ciclo de Krebs, com geracdo de 36 ATP e
formacao de dgua devido a utilizacdo do O, como aceptor final de elétrons (NELSON e COX,
2011; MURRAY et al, 1993). Contudo, quando na auséncia de oxigénio, cada molécula de
piruvato é descarboxilada, com liberacdo de CO,, para formacdo de acetaldeido, que em
seguida atua como aceptor de elétrons e é reduzido a etanol. No caso das espécies do
género Saccharomyces, ha formacao de duas moléculas de etanol e duas de CO,, para cada
hexose oxidada, na chamada fermentagdo alcodlica, que ocorre no citoplasma (MADIGAN,
MARTINKO E PARKER, 2008).

A atividade metabdlica das leveduras cervejeiras gera, em grandes quantidades, os
principais produtos da fermentacdo (etanol e CO,). Contudo, outras rotas metabdlicas
podem ser necessdrias para a sintese de compostos essenciais para formacdo de biomassa e
manutenc¢do da atividade celular, como polissacarideos de reserva e estruturais, lipideos,
proteinas, acidos nucléicos, etc. Dessa maneira, diversos outros metabdlitos podem ser
liberados no meio, denominados por subprodutos ou compostos secundarios da
fermentacdo, que influenciardo de forma significativa no paladar, aroma, textura e
caracteristicas finais da cerveja (DRAGONE e SILVA, 2010; LIMA et al, 2001b; KUNZE, 1999).
Por este motivo, chega-se a dizer que a fermentacdo é a etapa responsavel pela formagao de
até 50% das caracteristicas sensoriais da bebida final.

O desempenho da fermentacdo alcodlica e o perfil de subprodutos gerados é
estritamente dependente de diversos fatores, como: cepa e fisiologia microbiana;
concentragdo, viabilidade e vitalidade celular; composicdo do mosto (extrato primitivo, teor
de sodlidos, nutrientes, fontes adequadas de nitrogénio, minerais, etc.); teor de oxigénio
dissolvido; temperatura; pH; pressdo; agitacdo; geometria do fermentador; dentre outros
(PRIEST e STEWART, 2006).

Neste contexto, ndo apenas os carboidratos apresentam importante papel na
fermentacdo. A presenca de compostos nitrogenados no mosto é de fundamental relevancia
para o estabelecimento do perfil sensorial da bebida obtida. As fontes nitrogenadas
representam cerca de 5% do mosto cervejeiro e, geralmente, estao disponiveis na forma de
aminodcidos e peptideos (obtidos a partir da etapa de hidrélise de proteinas do malte) e

proteinas (KUNZE, 1999). Melhores detalhes da influéncia das fontes de nitrogénio sobre os

39



subprodutos da fermentacdo serdo vistos na secao sobre a composicdao do mosto cervejeiro,

mais adiante.

3.1.5.6 Remogao do trub frio e biomassa cervejeira

Apds a fermentacdo, a cerveja se apresenta bastante turva. As baixas temperaturas
promovem a precipitacdo de compostos de turbidez, denominados agora por trub frio. Este
material consiste principalmente de complexos formados entre proteinas de alto peso molar
(mais especificamente as com terminagdao em aminodacidos prolina) e polifendis oxidados
(taninos) ou condensados. Contudo, também estdo presentes neste precipitado carboidratos
de alto peso molecular, além de acidos graxos e ions metalicos (LEWIS e YOUNG, 2001;
BARCHET, 1994). Adicionalmente, a elevada concentracdo de biomassa celular gerada
durante o processo fermentativo também intensifica a turvacado da cerveja.

Para remocdo destes materiais, a cerveja é mantida em repouso para ocorrer
decantacao natural por acdao da aceleragdo da gravidade, sdo realizadas as remogdes

(chamadas purgas) na parte inferior do tanque de fermentacao.

3.1.5.7 Fermentagdo secunddria e maturacgdo

Ap0ds a fermentacao principal (primdria), a cerveja é dita verde, e apresenta baixo teor
de CO,, bem como aroma e sabor ainda em formacdo (BRIGGS et al, 2004). O residual de
células de levedura que permanece suspenso na cerveja promove a fermentac¢ao secundaria,
em baixas temperaturas. Em seguida, se da o processo de maturacdo, no qual a cerveja é
mantida em temperaturas entre -1 e 0 °C, de forma que a cerveja continua passando por
lento processo de clarificacdo e de alteracGes bioquimicas, responsaveis por conferir as
caracteristicas finais de estabilidade e qualidade sensorial da bebida (BRIGGS et al, 2004;

LIMA et al, 2001b).
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3.1.5.8 Filtracdo e estabilizacdo coloidal da cerveja

Como ja mencionado, a baixa temperatura e o baixo pH da cerveja promovem a
deposicdo de leveduras suspensas e de compostos de turvagdao durante a etapa de
maturacdo (PRIEST e STEWART, 2006). Contudo, este é um processo lento e ndo capaz de
eliminar toda turbidez do meio (LIMA et al, 2001b). Além disso, pode haver turvacdo e
consideraveis alteracGes quimicas no sabor da cerveja em seu pds-processamento, ou seja,
nos periodos de transporte e estocagem, principalmente pela oxidagdo, incidéncia de luz,
movimentacao e altera¢des de temperatura (PRIEST e STEWART, 2006; KUNZE, 1999).

Dessa maneira, para se obter uma cerveja limpida e estavel durante todo o periodo de
validade proposto, em geral, deve-se lancar mao de técnicas de clarificacdo a fim de eliminar
material de turvacdo (REINOLD, 2007; MARKOVIC, GRUJIC e PEJIN, 2003). Dentre as técnicas
de clarificagdo, podem ser destacadas quatro, aplicadas separadamente ou combinadas, que
sdo: a sedimentacdo, o uso de agentes clarificantes, a centrifugacdo e a filtracdo (PRIEST e
STEWART, 2006). A filtragdo em terra diatomacea, combinada da adicdo de agentes

adsorventes, é a técnica mais utilizada atualmente.

3.1.5.9 Carbonatagao

Nesta etapa, deve ser ajustada a concentracdo de CO,, que ja pode se apresentar
parcialmente carbonatada de forma natural durante a fermentacdo secundaria. Contudo, a
fermentacdo tem dificil controle, a pressurizacdo é baixa e, nas etapas posteriores de
processamento, pode haver perda deste gas. Devido a sua extrema importancia sensorial, e
para garantir uma producao homogénea, com teor de CO, na especificacdo desejada, as
grandes cervejarias optam pelo processo de carbonatacdo forcada em tanques de pressao

ou em linha (LIMA et al, 2001b; KUNZE, 1999).

3.1.5.10 Estabilizagcdo microbiolégica

Apesar de a cerveja apresentar diversos fatores que contribuem para que seja um

produto de dificil deterioracdo microbioldgica (teor alcodlico, baixo extrato residual,
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presenca de compostos derivados do lUpulo, saturacdo com CO,, pressdao positiva e baixo
pH), pode, ainda assim, haver desenvolvimento continuado da levedura cervejeira, bem
como de micro-organismos contaminantes, sendo necessdrio tratamento especifico de
estabilizacdo microbiolégica (REINOLD, 2009). A pasteurizagdo é a técnica mais utilizada,
podendo ser feita antes do envase, pela pasteurizacdo em linha (pasteurizacdo flash), ou
depois do envase, em tunel de pasteurizagdo, nos quais a temperatura da bebida é elevada

para entre 60 e 65°C por aproximadamente uma hora (BAMFORTH, 2003).

3.1.5.10 Envase

A cerveja, agora pronta, até entdo acondicionada em tanques de pressao, em baixas
temperaturas (0°C) e com contrapressdo de CO,, deve seguir para a etapa de envase, em
latas e garrafas (geralmente para ser submetida a pasteurizacdo e comercializada como
cerveja) ou em barris (quando comercializados sem pasteurizacdo, na forma de chopp). Esta
etapa pode ser a mais dispendiosa de todo o processo de producdo (DRAGONE e SILVA,
2010).
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3.2 COMPOSICAO DO MOSTO CERVEJEIRO

A composicdo do mosto cervejeiro é de extrema importancia para a atividade
microbiana e para a qualidade do produto final. A fim de atender as necessidades
nutricionais da levedura cervejeira, o mosto deve conter fontes organicas de carbono e
nitrogénio (principalmente proteinas e aminoacidos), bem como fdsforo, enxofre, sais
minerais e vitaminas (BAMFORTH, 2003). Segundo Hough (1990), o malte, por si s6, atende
as condicdes nutricionais bdsicas da levedura para que se estabeleca o processo
fermentativo, exceto por alguns sais minerais, que sao supridos pela agua cervejeira.

Os carboidratos provém fundamentalmente do malte de cevada, podendo ser
complementados pela introducao de outros cereais ou fontes agucaradas, quando utilizados
como adjunto. Na cevada, como em outros cereais, os principais carboidratos presentes sdo
polissacarideos, sendo a maior propor¢do de amido (cerca de 60% m/m). Outros
polissacarideos sdo a celulose (principal constituinte da casca da cevada) e a hemicelulose
(principal constituinte da parede celular do endosperma, rica em B-glucanas e pentosanas),
que ndo sdao metabolizados pela levedura, e sua permanéncia no mosto pode interferir
negativamente no processo. Apresenta também acucares simples (sacarose e rafinose),
contudo, em pequenas quantidades (KUNZE, 1999).

Portanto, principalmente o amido, serve de fonte de carbono e de energia para a
levedura, resultando na geracao de etanol e didxido de carbono, em quantidades
equimolares. Contudo, ha necessidade de hidrélise prévia deste polissacarideo, uma vez que
a levedura ndo é capaz de metaboliza-lo.

O conteudo de nitrogénio do mosto, consideravelmente menor que o teor de
carboidrato, também apresenta importante papel na qualidade da cerveja, contribuindo
para a cor e textura do mosto cervejeiro, para a formacdao de espuma e para a atividade
microbiana durante a etapa de fermentacdo, entre outros. Este assunto sera abordado em
uma subsecdo separadamente.

O mosto cervejeiro também apresenta em sua composicdo compostos fendlicos ou
polifendis, que sdo substancias quimicas de complexidade variada, com um ou mais anéis
aromaticos, cada um contendo um ou mais grupos hidroxilas, pouco soliveis em agua, que
possui propriedades antioxidantes e terapéuticas. O malte fornece 80% dos polifendis totais

presentes na cerveja, principalmente como constituintes da casca e da fracdo de aleurona na
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parte interna do grdo (LEWIS e YOUNG, 2001). O restante é proveniente do lupulo,
localizados principalmente nas bracteas, que se diferenciam dos polifendis do malte
sobretudo pelo seu alto grau de condensacdo e elevada reatividade (KUNZE, 1999),
interferindo na estabilidade coloidal da cerveja. O teor de compostos fendlicos presentes no
mosto cervejeiro é intrinsecamente dependente da etapa de moagem dos graos de malte.

Durante as etapas de malteagao da cevada, os compostos fendlicos podem ser oxidados
transformando-se em polifendis de elevada massa molar (taninos) e/ou sofrer condensagao,
resultando em produtos capazes de causar sabor dspero, amargor brutal e alteragdo da cor
por complexa¢do com ions metalicos (principalmente o ferro), bem como desestabilizar a
espuma do produto final. No entanto, quando presentes em médio ou baixo peso molecular
(tandides ou antocianinas, respectivamente), os polifendis atuam como protetores
antioxidantes do mosto e da cerveja (DRAGONE e SILVA, 2010; SIEBERT, 2006; MARKOVIC,
GRUIJIC e PEJIN, 2003).

Ademais, os compostos fendlicos, durante o processo de producdo da cerveja, sofrem
complexacdo com proteinas de alto grau de polimerizagdo, principalmente as ricas em
aminoacidos prolina, e/ou com ions metalicos, formando os chamados trub quente, durante
a cocc¢do (ltem 2.5.3), e trub frio (Item 2.5.7), durante fermentacdo e maturagdo, e até
mesmo durante a vida de prateleira (KUNZE, 1999), que serdo abordados adiante.

Também presentes no mosto cervejeiro, em pequenas quantidades, e até mesmo
constituintes indesejaveis, estdo os lipideos. A principal fonte é a cevada, cujo percentual
destes compostos gira entre 2 e 4% da massa seca do grao, presentes predominantemente
no aleurona, prevalentemente apresentados na forma de triglicerideos de longa cadeia
(principalmente os acidos estearico, oleico, linoleico e palmitico). Tais compostos
apresentam efeito negativo na qualidade da espuma da cerveja (HORNSEY, 1999). Também
podem ser encontrados fosfolipideos em pequenas quantidades. A principio, tais lipideos
sao insoluveis, podendo, contudo, ser oxidados durante o processamento e passar para a
fase soluvel, alterando consideravelmente o sabor da bebida.

Outras substancias presentes em menores quantidades s3o as vitaminas
(principalmente B;, B, C, e E), fatores de crescimento essenciais para a etapa de

fermentacdo, encontradas, também, na camada de aleurona do malte de cevada.
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A composicdo mineral do meio provém predominantemente da dgua, conquanto a
casca da cevada apresente reduzido conteddo mineral. O cdlcio atua na estabilidade das
enzimas do malte (principalmente na estabilidade térmica da a-amilase) e no estimulo da
atividade microbiana, além de favorecer a floculagdo do material proteico e das leveduras ao
final da fermentacdo. Por outro lado, ions ferro podem promover uma série de problemas,
tais como, inibicdo enzimatica, degeneracdo da levedura, escurecimento do mosto, redugao
da estabilidade coloidal devido a complexacdo com polifendis, formacdo de sabor
desagradavel, e ainda causar incrustagdes e corrosdo de equipamentos. Silicatos podem se
complexar com proteinas e provocar turvagao na cerveja (KUNZE, 1999; BERNSTEIN e

WILLOX, 1977).

3.2.1 Compostos nitrogenados no mosto e na cerveja

3.2.1.1 Malte de cevada como fonte de material nitrogenado

Tradicionalmente, a introducdo das fontes de nitrogénio no mosto cervejeiro decorre
exclusivamente da utilizacdo de malte de cevada como matéria-prima. A adicdo de lupulo
também pode promover um ligeiro aumento deste teor que, no entanto, pode ser
considerado insignificante se comparado com o contelddo fornecido pela matéria-prima
principal. A qualidade e o teor de proteinas na cevada e no malte dependem de varios
fatores, entre os quais a semeadura, a fertilizacdo do solo e a variedade do vegetal.

Especificamente na cevada malteada, as proteinas representam o maior percentual de
fontes nitrogenadas (8 a 16% m/m), embora neste cereal também se encontrem pequenas
quantidades de aminoacidos e acidos nucleicos. A maior quantidade de proteinas esta
localizada na parte interna do grao, dividida em dois grupos, com base na solubilidade em
agua, totalizando quatro tipos distintos: (i) sollveis, as proteinas celulares com acdo
enzimatica, ou as constituintes de material de reserva, compreendendo albuminas e
globulinas, equivalendo de 4 a 11% e de 15 a 30% da fracdo proteica, respectivamente; e (ii)
insolUveis, as proteinas estruturais presentes nas paredes celulares dos granulos de amido,
denominadas proteinas histoliticas, que compreendem as hordeinas (36%) e glutelinas (30%)

(HORNSEY, 1999).
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3.2.1.2 Perfil dos compostos nitrogenados

As fontes nitrogenadas representam cerca de 5% do mosto cervejeiro e, geralmente,
estdo disponiveis na forma de aminodcidos, peptideos e proteinas, de baixa, média ou
elevada massa molar, apresentando significativos efeitos sobre caracteristicas do mosto e da
bebida (KUNZE, 1999). De modo geral, proteinas com alta massa molar (= 10° Da)
contribuem para a textura (ou corpo) da cerveja e também para a formacgdao de espuma,
embora essas proteinas possam estar relacionadas com a turvacao do produto durante o seu
tempo de armazenamento (BAMFORTH, 2003). Geralmente, a maior parte das proteinas
insolUveis com elevada massa molar sao removidas com o bagaco de malte (O'ROURKE,
2002).

Por outro lado, as proteinas de média massa molar e os polipeptideos derivados do
malte contribuem para a sensacdo de refrescancia da bebida, para a resséncia (retencdo de
CO,), e para a estabilidade da espuma (SCHONBERGER e KOSTELECKY, 2011; ONISHI e
PROUDLOVE, 1994). Proteinas de baixa massa molar, assim como peptideos e aminoacidos
encontrados no mosto (massa molar < 10° Da), sdo fundamentais para o metabolismo de
levedura de cerveja durante a fermentacdo, por isso, exercem influéncia sobre a qualidade e
quantidade de subprodutos (tais como diacetonas vicinais), mudando a composicao do
produto final. Podem, ainda, influenciar a cor e sabor da cerveja, devido a formacao de
compostos de Maillard, resultantes da interacdo entre compostos nitrogenados de baixa
massa molar (principalmente aminodcidos) e aclcares redutores, durante a etapa de coccao
do mosto (BAMFORTH, 2003; O'ROURKE, 2002; KUNZE, 1999), além de contribuir para a
estabilizacdo da espuma (DALE et al, 1989).

As proteinas sdo componentes do mosto que apresentam significativo efeito sobre a
formacao e estabilidade da espuma, seja durante a fermentacao ou no produto final. Em
geral, albuminas (que incluem a chamada proteina Z) e hordeinas (que incluem a proteina
LTP — lipid transfer protein) sdo encontradas na espuma da cerveja (BAMFORTH, 2011). A
concentragdo destes componentes na espuma chega ser duas vezes maior que sua
concentragdo no mosto, e, portanto, a utilizagdo de mostos com baixos teores destes
componentes promove considerdavel reducdo na quantidade de espuma formada
(KORDIALIK-BOGACKA e AMBROZIAK, 2004). Alguns estudos propdem que a presenca de

seus hidrolisados (reduzida massa molar) promovem aumento desta estabilidade e que a
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presenca isolada de cada um desses tipos de proteinas apresenta maior efeito sobre a
formacao da espuma do que quando estas estdo presentes em conjunto no meio (KAPP e
BAMFORTH, 2002; BAMFORTH e MILANI, 2004).

Além disto, a presenca de diferentes aminoacidos na composicao do material proteico
pode ter efeito sobre diversas caracteristicas destas substancias, como ponto isoelétrico,
carga superficial, hidrofobicidade e tendéncia de interagbes com outros componentes do
meio (DALE et al, 1989).

O mosto contém aproximadamente 19 aminodcidos, que sdao consumidos (ou nao) de
maneira ordenada em diferentes estagios da fermentagdo. De acordo com a sequéncia de
absorcdo pela levedura, os aminodcidos podem ser divididos em diferentes grupos. No
primeiro grupo, os rapidamente absorvidos ao inicio do processo, dos quais acido glutamico,
glutamina, acido aspartico, asparagina, serina, treonina, lisina e arginina. No segundo grupo,
os que sdo absorvidos apenas apds a fase lag de crescimento, quando ja foram absorvidos
todos os do primeiro grupo (como glicina, fenilalanina, tirosina e alanina). Por fim, os
aminodcidos de absorcdao mais lenta e de grande importancia para o processo cervejeiro,
como a valina, a leucina, a isoleucina e a histidina. Hd ainda, um Unico aminoacido ndo
utilizado pela levedura, a prolina, que permanece no mosto durante todo o processo

(STANBURY et al, 1995; FIX, 1993).

3.2.1.3 Conducdo do processo cervejeiro e os efeitos sobre as fontes de nitrogénio

O perfil dos compostos nitrogenados presentes no mosto cervejeiro (elevada, media e
baixa massa molar) depende das matérias-primas utilizadas, isto é, do tipo de malte e da
cevada, da introducdo de adjuntos (quantidade e origem) e da proporcdo cereal/agua
utilizada para formulacdo do mosto, ou pela produgcdo de mostos de alta densidade
(processo high gravity). Adicionalmente, também serd dependente de diversos outros
fatores da conducgdo de cada etapa do processo cervejeiro, como maltea¢cdo, moagem,
mostura e coccao do mosto (DRAGONE e SILVA 2010; CELUS, BRIJS e DELCOUR, 2006; PRIEST
e STEWART, 2006; BRIGGS et al, 2004; ANIBABA e OSAGIE, 1997).

Geralmente, o teor de nitrogénio no mosto tende a diminuir ao longo do processo, uma
vez que parte destes compostos é coagulada durante a coc¢do do mosto, outra parte é

utilizada durante a atividade metabdlica da levedura durante a fermentacao, e, ainda, outra

47



parte pode precipitar e ser removida na etapa de maturacdo para evitar a turvacdo da
bebida no periodo de estocagem. Além disso, proteinas de elevada massa molar sdo
constituintes primarios da espuma, havendo grande perda destes componentes durante as
trasfegas apds a fermentagdo. O produto final contém entre 2 e 6 g/L de proteinas ou
substancias derivadas (CORTACERO-RAMIREZ et al, 2003).

Gorinstein et al (1999) avaliaram o teor de proteinas e de aminoacidos em mais de 15
diferentes tipos de cervejas comerciais e em diferentes fases do processo de producdo. Eles
determinaram a concentragdo de compostos nitrogenados no mosto (9,16 g/L), no mosto
fermentado (8,55 g/L), na cerveja verde (8,50 g/L) e na cerveja maturada (6,37 g/L),

confirmando esta reducao.

3.2.1.4 Compostos nitrogenados e estabilidade coloidal

O uso de agentes adsorventes (clarificantes) como aditivos para remog¢ao do excesso de
compostos de turvacdo é uma pratica comum nas grandes cervejarias. Estes agentes
destinam-se, principalmente, a adsor¢do de precipitados proteico-fendlicos ou de fendis e
proteinas de alto peso molecular, separadamente. Atualmente, sdo utilizados o gel de
polivinilpolipirrolidona (PVPP), poliamidas (nylon 66), a silica (hidrogel ou xerogel), argilas
(bentonita), coldgeno e cola de peixe. Tais agentes apresentam carga liquida positiva e,
portanto, interagem formando agregados (que precipitam com maior rapidez) com
leveduras e substancias que apresentam carga negativa, dentre as quais, proteinas e
polifendis (PRIEST e STEWART, 2006; BAMFORTH, 2003).

Alternativa a adicao de agentes adsorventes, é a técnica que consiste na adicao de uma
protease prolina especifica, com alta afinidade por proteinas ricas em aminodcido prolina,
gue sdo as principais causadoras da turvacdao, devido a sua afinidade com compostos
fendlicos (NGUYVEN, van ROON e EDENS, 2007; CARVALHO, BENTO e SILVA, 2007). A prolina
€ 0 Unico aminoacido ndao consumido pela levedura durante a fermenta¢cdo devido a
auséncia de permeasse compativel, estando, portanto, sempre presente nas etapas
posteriores (REHMANJI, GOPAL e MOLA, 2005). Este preparado enzimatico ja tem aplicacao
industrial pelas grandes cervejarias, e pode ser adicionado a cerveja ainda na fermentacao.

Pode-se ainda promover a adicdo de enzimas proteases (como papaina ou bromelina)

de forma a reduzir a massa molecular de proteinas turvadoras presentes na cerveja,
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diminuindo seu impacto na turbidez do meio. Ou, ainda, podem ser acrescidas enzimas
tanases, que atuam sobre os polifendis que poderiam precipitar em complexos proteicos
(DRAGONE e SILVA, 2010; OLIVEIRA, 2001; KUNZE, 1999). Neste caso, a cerveja devera
passar por tratamento térmico para inativacdo destes complexos enzimdaticos antes de sua
comercializacdo. Pode haver, ainda, adicdo de acido tanico promovendo complexacdo
forcada com proteinas para posterior remogdo dos precipitados (REHMANJI, GOPAL e MOLA,
2005; BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004).

3.2.1.5 Compostos nitrogenados na cerveja e saude do consumidor

Ao longo de sua histdria, a cerveja esteve ligada a diversas finalidades, entre elas, a
alimentacdo didria e os usos terapéuticos (MATAIX, 2004; KONDO, 2004; SAURA et al, 2003).
Por pelo menos 20 anos, numerosas investigacées bioquimicas mostraram que o consumo
moderado de cerveja tem muitos beneficios para a saude de seus consumidores (SANCHEZ
et al, 2010), uma vez que é uma bebida altamente nutritiva, rica em carboidratos, proteinas
e aminodcidos, vitaminas, minerais, compostos fendlicos, o6leos essenciais, etc. Em
compara¢do com o vinho, seu consumo também pode contribuir substancialmente para a
dieta (WRIGHT et al, 2008; DENKE, 2000).

Em relacdo ao teor de compostos nitrogenados, incluindo proteinas, peptideos e
aminodcidos, varios autores indicam uma concentragdo significativa na cerveja, que varia
entre 3 e 5 g/L (BAMFORTH, 2003; GONZALEZ-GROSS et al, 2000), valor maior do que a
encontrada em muitas outras bebidas, incluindo vinho (BAMFORTH, 2011;. WRIGHT et al,
2008;. CORTACERO-RAMIREZ et al, 2003). De acordo com Sanchez e colaboradores (2010), a
cerveja tem na sua composicdo os 20 aminodcidos essenciais, e outros nao essenciais,
destacando-se a presenca do aminoacido triptofano, que leva a producdo do hormoénio
melatonina no organismo humano, com efeitos positivos sobre o sono e redugdo da
ansiedade de seu consumidor.

Gorinstein et al (2002) relataram um aumento da atividade antioxidante total e uma
reducdo significativa nos niveis de colesterol total, e de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e triglicerideos no sangue de ratos em cuja dieta foram incluidas proteinas liofilizadas

provenientes de cervejas comerciais.
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3.3 RESIDUOS CERVEJEIROS

Uma grande quantidade de residuos agroindustriais é produzida anualmente em todo o
mundo, a partir das industrias de beneficiamento de vegetais ou na industrializagcdo dos mais
variados tipos de alimentos (CHANDA e CHAKRABARTI, 1996). O volume de residuos gerados
sofre aumentos significativos, principalmente devido ao grande aumento da populacdo
mundial e ao estilo de vida atual, que inclui o consumo de diversos tipos de alimentos
processados.

Neste contexto, se enquadra o Brasil como um pais de grande territério e de acentuadas
atividades da agropecudria e da industria de alimentos e bebidas. Dentre estas atividades
estd a industria cervejeira, que inclui em suas etapas de producdo o processamento de
matérias-primas vegetais, como cevada, lUpulo e outros cereais utilizados como adjuntos,
gerando subprodutos ao longo de seus processos de producgao.

A disposi¢ao destes residuos no ambiente gera uma série de transtornos ao ecossistema,
principalmente devido a sua composicdo, rica em compostos organicos, que lhe confere
elevada demanda bioquimica de oxigénio para degradacdo, e devido ao seu significativo
poder nutricional, que pode alterar o equilibrio ecolégico local. Os residuos devem, entao,
ser tratados antes de sua disposicdo final, o que muitas vezes representa custos que sdo
incluidos na cadeia produtiva para repasse ao consumidor.

Dessa maneira, ha um grande incentivo atual a reduc¢do da geracado de residuos ou ao
aproveitamento dos mesmos, cujas principais causas sdo o aumento da poluicdo ambiental,
a escassez de matérias-primas nao renovaveis ou, ainda, os problemas relacionados a
utilizacdo de matérias-primas renovaveis, como a competicdo com o ramo de alimentos ou
por questdes de protecado a biodiversidade.

Diversos avancos tecnoldgicos nos ultimos 20 anos tém proporcionado a industria
cervejeira grandes economias pela menor geracdo de subprodutos ao longo do processo.
Contudo, certos residuos intrinsecos a producado da bebida dificilmente tém sua quantidade
gerada, como o bagaco de malte, o trub e a levedura residual cervejeira, devido a
necessidade de processamento de grdos, as caracteristicas de composi¢cdo quimica e
tratamento das matérias-primas utilizadas e a necessidade de atividade microbiana durante

a fermentacao (PRIEST e STEWART, 2006), respectivamente.
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Estes trés residuos, chamados residuos cervejeiros Umidos, sdo responsaveis pela perda
de aproximadamente 20 L de cada 100 litros de da agua cervejeira utilizada no processo,
principalmente pelo elevado teor de umidade que os compde, entre 80 e 90%, promovendo
grande arraste de mosto e perda de extrato, bem como de cerveja, a depender da fase em
que o residuo é retirado, o que acarreta a geracao de significativas quantidades de efluentes
(PRIEST e STEWART, 2006).

Pode ser citado ainda um quarto residuo cervejeiro, a terra diatomacea utilizada na
filtracdo da bebida final, para melhoria de sua limpidez e brilho. A geracdo deste residuo
pode ser evitada pela utilizagdo de outros meios filtrantes, ou ainda, pela comercializagao de
cervejas nao filtradas, naturalmente turvas, tipicamente consumidas na forma de cervejas
especiais ou artesanais. Contudo, para cervejarias de grande porte e em paises em que se
tem por habito o consumo de cervejas limpidas, este auxiliar filtrante é o mais utilizado.

De acordo com as quantidades médias de residuos gerados no processo (abordadas a
seguir), e com a producdo de cerveja no Brasil, sdo produzidos cerca de 2,5 milhdes de
ton/ano de bagaco de malte, 37 mil ton/ano de trub quente, 310 mil ton/ano de levedura
residual cervejeira e 18 mil ton/ano de terra diatomacea. A geracdo destes quatro residuos
em suas respectivas etapas do processo cervejeiro, bem como as quantidades médias
geradas, serdo detalhadas ainda nesta se¢do, e podem ser resumidas na Figura 3.2.
Adicionalmente, serdo descritas suas composicoes e caracteristicas, bem como potenciais

aplicagdes biotecnoldgicas.
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Figura 3.2: Fluxograma do processo cervejeiro e a geragdo de residuos
(Adaptado de www.3m.com).

3.3.1 Bagaco de malte

O bagaco de malte é o primeiro residuo sélido a surgir ao longo do processo, levando-se
em consideracdo o modelo moderno de cervejarias que ndo contemplam a etapa de
malteac¢do, adquirindo malte pronto para utilizacdo a partir de industrias especificas, as
maltarias. O bagaco é gerado apds a etapa de mostura e esgotamento dos graos de malte
moidos, quando ja foram extraidos todos os compostos sollUveis de interesse para
constituicdo do mosto doce e sua clarificacdo, durante a qual o bagaco exerce importante
papel como torta filtrante. Constitui o residuo sélido de maior quantidade sendo produzido
em grandes volumes ao longo de todo ano, com baixo ou sem custo algum para sua
aquisicdo, e apresentando elevado valor nutricional (ALIYU e BALA, 2011).

Este residuo corresponde a cerca de 85% do total de residuos gerados no processo
(LIMA, 2010). Em geral, para cada 100 kg de grdos processados, sdo gerados 125 a 130 kg de

bagago umido, com cerca de 80 a 85% de umidade quando obtidos em tinas de filtragdo, ou
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50 a 55% quando obtidos em filtros prensa. Essa quantia corresponde a cerca de 14 e 20 kg
de bagaco para cada hectolitro de cerveja produzida (FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e
DAUFIN, 2006; REINOLD, 1997), que arrasta entre 0,5 e 1% do extrato do mosto produzido
(PRIEST e STEWART, 2006).

Durante a mostura, cerca de 80% da massa do grdo de malte é solubilizada,
permanecendo no bagaco as fragles ditas insolUveis. Embora sua composicdao varie de
acordo com a espécie da cevada e seu processo de malteacdo, bem como dos processos de
moagem, mostura e clarificagdo ao qual o malte foi submetido (CELUS, BRIJS e DELCOUR,
2006; SANTOS et al, 2003), os graos esgotados de malte s3ao um material
predominantemente fibroso, com significativo teor de proteinas, conferindo-lhe valor
nutricional equivalente a cerca de 1/5 do valor da cevada (LIMA, 2010; DE-SONG, et al,
2009). Possuem entre 15 a 26,2% de proteinas e 70% de fibras, cujas fracdes divididas
apresentam: celulose (entre 15,5 e 25%), hemicelulose (principalmente arabinoxilanas em
torno de 28% com relatos para até 35%) e lignina (aproximadamente 28%). Podem conter,
ainda, lipideos (entre 3,9 e 10%), cinzas (entre 2,5 e 4,5%), vitaminas, aminodacidos e
compostos fendlicos (ALIYU e BALA, 2011; LIMA 2010; ROBERTSON et al, 2010; MUSSATO,
DRAGONE e ROBERTO, 2006).

Dentre os minerais, podem-se destacar calcio, fésforo e selénio. Das vitaminas, biotina,
colina, acido félico, niacina, dcido pantoténico, riboflavina, tiamina e vitamina Bg. Dentre os
aminodcidos, se encontram leucina, valina, alanina, serina, glicina, tirosina, lisina, prolina,
treonina, arginina, cistina, histidina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptofano e os
acidos glutamico e aspartico (PRIEST e STEWART, 2006).

Destino usual do bagaco de malte cervejeiro é a venda para producdo de racdo animal,
podendo, inclusive, ser adicionado de outros residuos do processo, como o trub, a levedura
residual cervejeira e a terra diatomacea utilizada na filtracdo da cerveja (BRIGGS et al, 2004).
Contudo, ndo que este ndo seja um fim nobre, pode-se explorar a utilizacdo deste
subproduto de forma a esgotar ainda mais sua natureza rica em certos componentes antes
de destina-lo a este fim.

Segundo Aliyu e Bala (2011), Mussato, Dragone e Roberto (2006) e Lima (2010), diversas
aplicacdes podem ser citadas, como: alimentacdo e nutricdo animal e humana; producdo de

energia por queima direta ou por producdo de biogds via fermentacao anaerdbia; producao

53



de carvao vegetal; material adsorvente em tratamentos quimicos; cultivo de micro-
organismos e obtenc¢do de bioprodutos por fermentagao; suporte para imobilizagdo celular;

dentre outros. O Quadro 3.1 resume exemplos de potenciais aplicacdes do bagaco de malte

proveniente da industria cervejeira.

Quadro 3.1: Potenciais aplicagdes do bagaco de malte

AplicagOes
Nutricdo humana e animal

Referéncias
Gupta, Jaiswal e Abu-Ghannam, 2013; Steinmacher
et al, 2012; Kaur e Saxena, 2004.

Bioenergia e Biogas

Gopi and Sang, 2013.

Concentrados Proteicos

Niemi et al, 2013; Faulds et al, 2009; De-Song et al,
2009; Treimo et al, 2008; Markovic et al, 1995.

Bioprocessos para produgdo de:

Etanol

Acido lactico

Gomas e biopolimeros
Antibioticos

Enzimas

Gencheva et al, 2012

Mussato et al, 2008

Stredansky e Conti, 1999

Khan, Rhman e Ano, 2009

Hashemi et al, 2011; Adeniram, Abiose e Ogunsua,
2010; Gregori et al, 2008.

Suporte para imobilizacdo de células

Kopsahelis et al, 2007; Plessas et al, 2007; Dragone,
Mussato e Silva, 2007.

Producdo de mosto cervejeiro para
cerveja de baixo teor alcodlico

Briggs et al, 2004.

Producao de single cell protein (SCP)

Wang, Sakoda e Suzuki, 2001.

Extracdo de éleos

Priest e Stewart, 2006.

Devido ao elevado teor de umidade, significativo valor nutricional e presenga de
acucares fermentesciveis residuais, o bagaco de malte é muito instavel e susceptivel a
contaminagdo microbiana, principalmente por fungos filamentosos, devendo ser eliminado
da cervejaria prontamente. Dessa maneira, diferentes técnicas de conservacdo podem ser
propostas, as quais incluem secagem, congelamento e adi¢dao de conservantes quimicos.
Para qualquer uma destas, geralmente a massa de bagaco é prensada para remocdo do
excesso de umidade, cujo teor deve ser ligeiramente reduzido para valores préximos de
65%. O liquor extraido pode retornar ao processo para recuperagdao de possivel extrato
residual presente (BRIGGS et al, 2004).

A principio, a secagem apresenta os melhores resultados, uma vez que o alto teor de

umidade pode proporcionar maior facilidade de contaminacdo e aumento da massa (e
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volume) a ser armazenada e transportada. Contudo, elevados custos energéticos podem
inviabilizar este método (ALIYU e BALA, 2011). As principais técnicas de secagem sao:
secagem a frio (freezedrying) e secagem a quente (ovendrying). A secagem a frio é
economicamente invidavel, com a vantagem de nao promover altera¢ées na composi¢ao do
material. A secagem a quente, com temperaturas abaixo de 60 °C, torna-se a mais viavel de
aplicagdao (MUSSATO, DRAGONE e ROBERTO, 2006).

Técnicas de congelamento do material imido também podem ser utilizadas, com a
desvantagem do grande volume gerado, uma vez que o elevado teor de umidade ndo é
removido. Além disto, a temperatura de congelamento pode promover alteragdes no estado
de acucares da composicao do bagaco, por exemplo, da arabinose (MUSSATO, DRAGONE e
ROBERTO, 2006). Conservantes quimicos também podem ser adicionados, como amoénia e os
acidos lactico, acético, formico, benzoico, propidnico e fosfdrico, cuja proposta mantém
tanto a qualidade quanto o valor nutricional. Também se podem utilizar conservantes como

sorbato de potdssio ou o0 sal comum, Na Cl (LIMA, 2010; PRIEST e STEWART, 2006).

3.3.2 Trub quente

O trub quente é o segundo residuo sélido gerado no processo cervejeiro e resulta,
predominantemente, da coagulacdo de proteinas insollveis, principalmente de elevada
massa molar, cujas moléculas tendem a perder agua de solvatagdo por acao do calor, o que
promove sua desnaturacdo. Contudo, outras substancias podem estar presentes, devido a
sua participacdo na formacao destes complexos ou devido ao arraste durante sua deposicao.

Além da coagulacio proteica, a presenca de cations, principalmente Ca®', pode
influenciar a neutralizacdo de cargas negativas de proteinas e peptideos, promovendo a
formacao de complexos. Compostos do ldpulo que apresentam baixam eficiéncia de
solubilizacdo também poderdao ser precipitados, contudo, até mesmo os compostos
solubilizados poderdo sofrer interacdo eletrostatica com proteinas insollveis, precipitando
juntamente com as mesmas. Pode, ainda, haver em menores quantidades a presenca de
proteinas de baixa massa molar, que apresentam em sua estrutura terminacbes em
aminodcidos especificos (prolina), que sofrem interacdo com polifendis (principalmente
oxidados e condensados, dos quais se destacam os taninos) e carboidratos presentes do

meio (PRIEST e STEWART, 2006; BARCHET, 1993). Contudo, este ultimo tipo de precipitado é
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mais comum para as etapas a frio, que compreendem fermentacdo e maturacdo, uma vez
que suas interagles sdo instaveis em temperaturas maiores que 80 °C (BRIGGS et al, 2004).

De maneira geral, a composicdo média do trub quente pode ser descrita por (em
matéria seca): proteinas (50-70%); substancias amargas do ldpulo ndo isomerizadas (10-
20%); polifendis (5-10%); carboidratos (4-8%), dos quais pectinas, glucanas e amido;
minerais (3-5%); e dcidos graxos (1-2%) (PRIEST e STEWART, 2006; BARCHET, 1993).

Diversos fatores afetam o processo de formacdo do trub, sua composicdo e a
quantidade depositada, como: tipo de cevada, composicao, local de cultivo, efeitos sazonais
e processo de secagem do malte; proporg¢ao e tipos de adjuntos utilizados; tipo de moagem
dos graos; rampas e pH do processo de mostura; concentracdo de ions e polifendis no meio;
tempo, homogeneizagdo, pH (com étimo em 5,2) e oxidagdo durante a fervura; extrato
primitivo desejado ao mosto; tipo, concentracdo e grau de solubilizacdo das substancias do
[Upulo; (PRIEST e STEWART, 2006). Agentes coagulantes e adsorventes podem ser
adicionados, como a goma carragena, para intensificar sua formag¢ao (BARCHET, 1993). Em
geral, formam-se entre 0,2 e 0,4 kg de trub Umido (80 a 90% de umidade) para cada
hectolitro de cerveja produzida (BRIGGS et al, 2004).

Tal agregado insoluvel é formado por particulas grosseiramente esféricas, que tendem
a se associar em flocos de aproximadamente 10 cm de didmetro, que precipitam no meio
arrastando outros componentes do mosto (HOUGH, 1990). Portanto, apds a fervura, o
mosto deve passar por nova etapa de clarificacdo para remoc¢ao deste material precipitado,
uma vez que se ndo removidos, podem trazer problemas como: deposicdo em tubulacdes e
equipamentos seguintes; alteragbes de pH; revestimento da levedura dificultando
assimilacdo de nutrientes; efeito quelante diminuindo a disponibilidade de ions para a
atividade microbiana; diminuicdo da estabilidade coloidal do produto final devido a
reidratacdo de proteinas anteriormente coaguladas; sobrecarga na filtracdo do produto
final; conferir amargor dspero a cerveja; desestabilizacdao da formacado de espuma devido a
presenca de lipideos (PRIEST e STEWART, 2006). Contudo, alguns autores afirmam que a
presenca do trub pode favorecer a vitalidade e a viabilidade celular, bem como a
performance do processo fermentativo, devido a presenca de lipideos, minerais e fontes

proteicas (BAMFORTH, 2011; KUHBECK, et al, 2007).
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Este material pode ser separado por filtracdo (em terra infuséria ou perlita), por
centrifugacdo, ou por decantagdo em tanques denominados whirlpool, que promovem
atuacdo da forga centripeta e deposicdo do material precipitado no centro do equipamento
(BARCHET, 1993), pelo efeito conhecido como xicara de cha. Esta ultima técnica é a mais
comumente utilizada pelas industrias. O whirlpool pode ser um tanque cilindrico distinto
para o qual o mosto fervido deve ser bombeado tangencialmente com entrada em altura
aproximada de 1/3 da altura do tanque, ou, pode ainda, ser a propria caldeira de fervura,
geralmente quando a fonte de calor é externa e permite a recirculagdo do material por meio
de bombas. Apds a aplicagdo de forga centripeta, é feito um periodo de repouso para
sedimentacdo total dos particulados.

A remocdo do trub promove considerdveis perdas de mosto, uma vez que sua fragao
aquosa corresponde a 80 a 90% de sua composicdo, podendo representar reducbes de
extrato entre 1 e 2% no mosto de apronte. Portanto, é possivel a recuperacao de parte deste
mosto arrastado por lavagem com o préximo mosto doce, imediatamente apds a saida do
processo de mostura ou por centrifugacdo (PRIEST e STEWART, 2006). Em geral, as indUstrias
utilizam-se da pratica de dispor o trub quente formado sobre o bagaco de malte na tina de
clarificagdo, para lavagem com a agua secunddria, de forma a recuperar parte do extrato.

Comumente, o trub formado é misturado ao bagaco de malte ou outros ingredientes
para elaboracdo de racdo animal (PRIEST e STEWART, 2006), contudo, sua rica composicao
apresenta significado potencial para aplicacdo em bioprocessos, visando principalmente a

exploragdo de sua concentragao de proteinas.

3.3.3 Levedura Residual Cervejeira

Apéds a etapa de fermentacao, ha a possibilidade de reutilizacdo da biomassa celular
para inoculacdo de novos reatores, conforme indicado no Item 2.2.5. Contudo, ao se esgotar
a possibilidade de reciclo de células, estas devem ser eliminadas do processo, gerando novo
residuo sélido denominado por Levedura Residual Cervejeira (LRC). Durante a remoc¢do da
biomassa residual, pode haver perdas entre 2 a 3% em volume de cerveja (KNUDSEN, 1978).

Novamente, os grandes volumes de producdo de cerveja levam a geracdo de
quantidades significativas deste residuo, que apresenta elevada carga organica (DBO) e

necessita de tratamento adequado para descarte, o que representa custos (BRIGGS et al,
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2004). Dessa maneira, aplicacdes cientifico-tecnoldgicas apropriadas para geracdo de
produtos de interesse devem ser estudadas.

A quantidade de biomassa microbiana residual gerada é dependente dos pardmetros da
fermentacdo (aeragao, temperatura e pH, principalmente), do tipo de micro-organismo (S.
cerevisiae ou S. uvarum), da concentrac¢do do inoculo, da condicdo de viabilidade e vitalidade
celular, bem como da composi¢cdao do mosto cervejeiro. Em geral, podem ser obtidos entre
1,5 e 3 kg de massa de leveduras com cerca de 85 a 90% de umidade para cada 100 litros de
cerveja produzida (OLAJIRE, 2012; FERREIRA et al, 2010; FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e
DAUFIN, 2006). Novamente, os grandes volumes de producao de cerveja levam a geragdo de
qguantidades significativas deste residuo, que apresenta elevada carga organica (DBO) e
necessita de tratamento adequado para descarte, o que representa considerdveis custos
(BRIGGS et al, 2004).

De composicdao predominantemente proteica, a levedura residual cervejeira apresenta
proteinas com teor variando entre 35 e 60 % (em base seca), as quais possuem elevado valor
biolégico (que se refere a quantidade de aminodacidos essenciais em sua estrutura),
representando entre 70 e 85% do valor da caseina. (VILELA, SGARBIERI e ALVIM, 2000a;
CABALLERO-CORDOBA, PACHECO e SGARBIERI, 1997). Dentre os aminoacidos presentes,
podem se destacar a lisina, leucina, isoleucina, valina, triptofano, treonina e fenilalanina,
podendo haver ligeira deficiéncia de aminoacidos sulfurados (YAMADA et al, 2003; CHAE,
JOO, MAN-JIN, 2000; VILELA, SGARBIERI e ALVIM, 2000b; CABALLERO-CORDOBA e
SGARBIERI, 2000; SGARBIERI et al, 1999).

Ademais, tal residuo apresenta outras substancias de importancia e aplicagdo, como
carboidratos (35 a 45 %), minerais (5 a 7,5 %, dos quais Se, Ca, P, K, MG, Fe, dentre outros),
lipideos (4 a 6 %), vitaminas do complexo B, enzimas e RNA (PINTO et al, 2013; BEKATOROU,
PSARIANOS e KOUTINAS, 2006; YAMADA et al, 2003).

O atual maior destino da levedura residual cervejeira é para formulacdo de ragao
animal, podendo ser misturado ao bagaco de malte gerado no processo para aumentar seu
valor nutritivo. Recentemente, novos destinos tém sido explorados, como a obtencdo de
produtos de elevado valor nutricional para a aplicagdo na industria farmacéutica e na dieta
humana, como suplementos alimentares, devido a sua rica composicdo e por ser geralmente

reconhecida como “segura” (GRAS - generally recognized as safe) (MAN-JIN, 2005; BRIGGS et
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al, 2004; ASSIS, 1996). Contudo, alguns fatores limitantes para sua aplicacdo em alimentacdo
humana é a presenca de compostos de amargor, a espessa parede celular de dificil digestao
e o elevado teor de RNA, que pode causar elevacdo do teor de acido urico na corrente
sanguinea e nos tecidos (SGARBIERI et al, 1999).

Diversas utilizacbes na area de ciéncia e tecnologia de alimentos, nutricio humana e

animal, bioprocessos industriais e biotecnologia ambiental foram resumidas no Quadro 3.2.

Quadro 3.2: Potenciais aplica¢des da levedura residual cervejeira

Aplicagoes Referéncias
Nutricdo humana e animal Man-Jin, 2005; Briggs et al, 2004.
Producdo de agentes aromatizantes Vieira et al, 2013a; Ferreira et al, 2010.
Elementos de filtragcdao de bebidas Reinold, 2007.
Obtencdo de enzimas (invertase) Hough, 1990.
Suplementacdo de meios de manutencao Ferreira et al, 2010; Jones e Ingledew,
e fermentacao 1994.
Producao de single cell protein (SCP) Chanda e Chakrabati, 1996.
Substrato para cultivo de microalgas Byung-Gon et al, 2013.
Biosorcao e precipitacao de metais Chen e Wang, 2008; Marques, Pinheiro e
pesados (remediacdo de solos e meios Rosa, 2007; Marques et al, 1999; Ferraz e
aquosos) Teixeira, 1999; Butt, 1993.
Bioenergia e Biogas Zupancic, Skrjanec e Logar, 2012.

A levedura residual cervejeira pode ser comercializada na forma pastosa (como obtida
apos o processo fermentativo), em po (apds desidratada), ou, ainda, na forma liquida (apds
tratamento enzimdatico que aumenta sua digestibilidade) (TANGULER e ERTEN, 2008). Alguns
autores indicam que o processamento para elaboracdo do extrato de levedura aumenta a
concentragdo de proteinas disponiveis em relacdo a célula integra (YAMADA et al, 2003;
CABALLERO-CORDOBA e SGARBIERI, 2000; VILELA, SGARBIERI e ALVIM, 2000a; SGARBIERI et
al, 1999).

Caso as leveduras sejam comercializadas integras, em geral, deverao ser inativadas, por
processos quimicos ou fisicos. A atuacdo de agentes quimicos como os acidos propiénico e
férmico, ou acetato de etila podem ser utilizados, que também acabam por contribuir com
acdo conservante. No processo térmico para inativacdo celular, estudos indicam que a 60 °C
ocorre a desnaturacdo da membrana, mas ndo é suficiente para inativar todas as enzimas

internas, o que ocorre acima de 75 °C. Apds secas, as células podem ser armazenadas, e, se
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por longo tempo, pode ser necessdria a adicdo de acidos organicos como conservantes
(PRIEST e STEWART, 2006).

No caso da elaboracdo de extratos, a lise das células pode ser promovida por diferentes
métodos, enddgenos ou exdgenos, como autdlise, plasmolise e hidrélise. A autélise ocorre
pela agao natural de enzimas endégenas quando as células concluem seu ciclo de
crescimento, atingindo a fase de morte. Este processo apresenta algumas desvantagens,
como baixo rendimento de extracdo, dificil separacdo sdélido-liquido, sabor desagradavel, e
riscos de deterioragdo por contaminagcdao microbiana. Na plasmoélise, o aumento da
concentragdo de sais inorganicos promove uma aceleragdo da lise celular, gerando, contudo,
um produto rico em sais indesejaveis. A hidrélise € o método mais eficiente, e pode se dar
pela atuacdo de acidos ou de enzimas, citoliticas ou proteoliticas. Apesar do elevado
rendimento, a hidrdlise dcida ndo é muito utilizada devido ao alto custo de investimento
inicial e a possibilidade de formacdo de produtos carcinogénicos, como o mono e o
dicloropropanol (CHAE, JOO e MAN-JIN, 2001).

No processamento para obtengdo dos extratos, pode haver necessidade da inclusao de
uma etapa de remocdo de substancias amargosas provenientes do lUpulo e do trub, que
tendem a adsorver na superficie da célula durante a fermentacao da cerveja (SHOTIPRUK et
al, 2005). Esta remocdo pode se dar pela passagem em resinas de adsorcdo (poliestireno
divinilbenzeno), por microfiltragao (MAN-JIN, KIM e CHAE, 2005) ou por lavagem alcalina
(PINTO, 2011; SGARBIERI et al, 1999).

3.3.4 Terra Diatomacea

Terra diatomdacea é o principal auxiliar filtrante em cervejarias. Trata-se de um material
rico em silicatos, proveniente de fdsseis de algas pré-histéricas (diatomitas) (HOUGH, 1990).
Apresenta grande area superficial devido a sua excessiva porosidade, atuando como um
o6timo agente de filtracdo por profundidade. Deve ser calcinada para eliminagdao de
compostos organicos e moida; representa hoje o meio de filtracdo mais efetivo e utilizado
pela industria cervejeira (BRIGGS et al, 2004).

Um filtro infusério convencional requer entre 1 e 2 gramas de terra diatomacea para
cada litro de cerveja clarificado. Devido a retencdo de material organico, principalmente

leveduras, proteinas e polifendis, ao final da filtracdo sua massa pode ter aumentado em
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trés vezes ou mais, que ndo podera ser utilizado para novas filtracdes apds sua saturacao
(FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e DAUFIN, 2006). Diversas tecnologias de recuperagdao vém
sendo desenvolvidas, como tratamentos quimicos ou calcinacdo, a fim de eliminar a carga
organica e os solidos suspensos, para reabertura dos poros. Contudo, tais procedimentos
sdo incapazes de regenerar totalmente o material, dificultando sua utilizacdo em filtracdes
posteriores (OLAJIRE, 2012).

Dessa maneira, é gerado, entdo, outro residuo sélido cuja composicao mineral depende
de fatores como local de origem, tempo de formacgao e tipo de algas que se depositaram ao
longo dos anos para formar a mina de terra diatomacea. A composi¢ao organica, alterada
pela retencdo de material particulado presente na cerveja, depende do tipo de cerveja
produzido e dos tratamentos das matérias-primas e do mosto. Do material organico
presente, pode-se destacar o teor de proteinas, entre 8 e 15% (m/m) (RUSS et al, 2006).

Devido a elevada carga organica e grande quantidade de material suspenso ou
dissolvido, a disposicao deste residuo no ambiente é extremamente dificultada. Seu
lancamento no esgoto acarreta diversos problemas para tratamento deste efluente,
podendo, como alternativa, ser disposto em aterros sanitdrios, o que, entretanto, pode ser
um procedimento de custo significativo.

Seu aproveitamento também apresenta considerdveis dificuldades técnicas,
principalmente devido a grande porosidade do material, que aprisiona o material orgénico,
podendo ser necessaria sua calcinag¢ao para remogao destas impurezas. Ademais, o alto teor
de umidade (em torno de 70%) e sua composicdo quimica proporcionam sua rdpida
degradacao, dificultando seu armazenamento em condi¢des ambientes ou sem tratamentos
prévios.

Se usado como obtido (na forma de uma lama), pequena quantidade deste residuo
pode ser misturada a solos como fonte de matéria organica, ou adicionado ao bagaco de
malte para comercializagdo como rag¢ao animal, sendo, contudo, esta ultima aplicagcdo de
baixa aceitacdo (BRIGGS et al, 2004). Se tratado por calcinacdo, pode ser utilizado para

recuperacao de silicatos, destinados a aplicagGes em construcao civil (RUSS et al, 2006).
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3.4 ENZIMAS NO PROCESSO CERVEJEIRO

Diversos fatores afetam a atividade enzimdtica durante a mostura, como temperatura,
pH, teor de agua, tempo de atuagdo, concentracdo de sélidos, grau de moagem, etc.
(DRAGONE e SILVA, 2010). As enzimas podem, ainda, necessitar da presenca de coenzimas
(compostos organicos) ou cofatores (ions metalicos) para seu pleno funcionamento.

Em geral, o aumento da temperatura promove incremento da atividade enzimatica, cujo
6timo é atingido em diferentes patamares para cada tipo de enzima. Acima desta
temperatura, sua estrutura tridimensional tende a se degradar e a enzima perde sua
atividade, em um processo irreversivel denominado desnaturacdo (BRIGGS et al, 2004). Ja
para temperaturas mais baixas, essa mudanca de conformagao pode ser reversivel, a medida
gue se retorna a temperatura 6tima de atuacdo (KUNZE, 1999). O pH, por sua vez, tem
influéncia sobre a distribuicdo de cargas elétricas da estrutura proteica, podendo promover
alteragdes na conformacdo do seu sitio ativo e desnaturacdo enzimatica.

Em geral, o malte deve apresentar conteudo enzimatico suficiente para atuagdao nas
macromoléculas presentes no meio, principalmente em paises tradicionais na producdo de
cerveja ou para pequenas escalas, em que este é a Unica fonte de enzimas empregada no
processo cervejeiro (BRIGGS et al, 2004). Contudo, alguns fatores determinantes podem
levar o produtor a suplementar o mosto com a adicdo de enzimas exdgenas, principalmente
amilases e proteases de origem microbiana, para auxiliar no processo hidrolitico (LEWIS e
YOUNG, 2001).

Por exemplo, a utilizacdo de adjuntos pobres em enzimas, a utilizacdo de maltes
escuros, que foram submetidos a intensos processos de secagem e, por isso, tém sua
atividade enzimatica reduzida, ou, ainda, apenas para reducdao dos tempos de processo.
Uma alternativa seria a adicdo direta de agucares fermentesciveis na forma de adjuntos,
principalmente por raz0es econdmicas; entretanto, por sua definicdo, uma cerveja ndo pode

ser produzida sem a presenca de malte (KUNZE, 1999).

3.4.1 Proteases

Proteases sao hidrolases cuja acao proteolitica atua sobre as ligacdes peptidicas entre os
aminoacidos que compdem uma estrutura proteica, e compreendem um importante grupo

de enzimas, com relevantes aplicacdes industriais. Apresentam significativas vantagens em
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relacdo a hidrélise quimica (acida ou alcalina), uma vez que esta, em geral, promove a
degradagcdao dos peptideos e aminoacidos liberados, devido as drasticas condi¢cdes de
temperatura e pH (TAVANO, 2013).

Durante a mostura, a protedlise consiste principalmente na quebra das hordeinas, que
constituem as proteinas estruturais e insolUveis em dgua. Contudo, ndo se deseja a hidrdlise
total deste material polimérico, de forma que sejam alcancados os diferentes objetivos,
como nutricdo microbiana (nitrogénio de baixo peso molecular), estabilidade coloidal e
textura da cerveja (nitrogénio de médio e alto peso molecular).

As proteases do malte possuem seu 6timo de atuagdao em temperaturas entre 45 e 55
°C, mas ndo sdo totalmente inativadas em temperaturas mais elevadas. Estas enzimas
podem ser de dois tipos. O primeiro compreende as endopeptidases, que hidrolisam a longa
cadeia proteica em suas partes internas, liberando cadeias lineares de peptideos, que sdo
alvo do segundo grupo de enzimas, chamado carboxypeptidases (exopeptidases), que atua
na extremidade da molécula, liberando um aminodcido por vez. Observa-se que em torno de
45 °C, obtém-se maior nimero de produtos de baixo peso molecular (melhor atuacdo de
exopeptidases). Contudo, para temperaturas de 55 °C, substancias com elevada massa molar
sao formadas (melhor atuacdo de endopeptidases) (KUNZE, 1999).

A atuacdo deste grupo enzimdtico durante a mostura pode ser prejudicada, uma vez
gue na etapa de secagem do malte, consideravel parte das proteases pode ser desnaturada,
devido a sua maior sensibilidade a temperatura, sendo, as vezes, necessaria a determinacgao
da atividade proteolitica do malte e possivel correcio com adicdo de enzimas

complementares (LEWIS e YOUNG, 2001).
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3.5 BACTERIAS LACTICAS

As bactérias acido-lacticas sdo micro-organismos amplamente utilizados na industria de
alimentos, para obtencdo de acido lactico, queijos diversos, manteigas, bebidas a base de
leite ou soro de leite, vegetais fermentados, etc. As principais espécies envolvidas sdo dos
géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Pediococcus (TODAR, 2015;
SALMINEM, WRIGHT e OUWEHAND, 2004). Este grupo compreende micro-organismos que
podem apresentar diferentes caracteristicas. Quanto a fisiologia, podem ser mesofilicos
(com atividade metabdlica 6tima entre 20 e 30 °C) ou termofilicos (com atividade metabdlica
otima entre 37 e 45 °C); quanto a morfologia, podem possuir a forma de cocos ou
bastonetes; quanto aos produtos de fermentacdo, podem ser homofermentativos (um
produto principal e demais subprodutos) ou heterofermentativos (produtos variados,
geralmente equimolares) (TAMIME, 2006; WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006).

No metabolismo das bactérias lacticas homofermentativas, ou homoldcticas, o acgucar
redutor disponivel no meio é fosfatado e segue a via glicolitica, até a forma¢dao do composto
intermediario piruvato. Este, por sua vez, atua como aceptor final de elétrons, e é reduzido a
acido lactico (principal produto, maior que 85% do total), pela enzima lactato desidrogenase.
Ja as bactérias heterofermentativas, ou heterolacticas, direcionam seu metabolismo pela via
das pentoses-fosfato, com liberacdo de CO, e formacdo de acido lactico e etanol no meio
(TODAR, 2015; CHANDAN et al, 2006). A Figura 3.3 apresenta os possiveis caminhos
metabdlicos conhecidos das bactérias homoldcticas e heteroldcticas.

As espécies do género Lactobacillus, de significativa representatividade das bactérias
lacticas, apresentam grande aplicacdo industrial, uma grande variedade de espécies e
subespécies, com diferentes propriedades fenotipicas, fisiolégicas e bioquimicas. Nao
apresentam formacdo de endoesporos; possuem dimensdes entre 0,5-1,2 e 1,0-10,0 um;
ndo filamentam, apesar de suas células poderem se mostrar alongadas; predominantemente
ndo apresentam motilidade; sdo positivas quanto ao teste de colora¢cao de Gram; em geral
microaerofilas ou anaerdbias facultativas; e raramente patogénicas. Desenvolvem-se
lentamente na presenca de ar e apresentam elevada taxa de crescimento em atmosfera
reduzida em O,; adicionalmente, apresentam aumento de atividade metabdlica quando na

presenga de concentragdes em torno de 5% de CO,. Dentro deste género, duas espécies sao
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ditas obrigatoriamente homofermentativas, os L. delbrueckiie os L. acidophilus (TODAR,

2015; SALMINEM, WRIGHT e OUWEHAND, 2004; GERMOND et al, 2003; HOLT et al, 1994).
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Figura 3.3: Vias metabdlicas simplificadas das bactérias homolacticas e heterolacticas.
(Adaptado de: WOOD e HOLZAPFEL, 1995)

Tais micro-organismos, além de apresentarem metabolismo sensivel as alteracdes de
temperatura e pH, sdo significativamente exigentes quanto ao fornecimento de nutrientes,
necessitando de meios ricos em fontes de nitrogénio e vitaminas para sua plena atividade e
desenvolvimento (PANESAR, et al, 2007; SALMINEM, WRIGHT e OUWEHAND, 2004). Dessa
maneira, as bactérias acido-lacticas apresentam um complexo sistema de proteases e
peptidases para suprimento de suas necessidades em aminodacidos essenciais, tornando-as
capazes de crescer rapidamente em alimentos proteicos (GOBBETTI et al, 2005), como o
leite, por exemplo, com exce¢dao para as conhecidas como probidticas, que apresentam
atividade proteolitica reduzida (SAVIJOKI, INGMER e VARMANEN, 2006; SHINATA e SHAH,
2000; LAW e HAANDRIKMAN, 1997).

Tais sistemas proteoliticos, de bactérias lacticas isoladas das mais variadas fontes, tém
sido estudados extensivamente por diversos pesquisadores, de relativamente longa data

(MOSLEHISHAD et al, 2013; CARPINE et al, 2010; KIRILOV, et al, 2009; PIRAINO et al, 2008;
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MARTINS, 2006; KABADJOVA-HRISTOVA et al, 2006; TAKAFUJI et al, 1995; KOK e VENEMA,
1988). Inclusive, estes micro-organismos tém sido utilizados para a fermentacdo e hidrdlise
proteica de cereais e sementes de leguminosas (AGUIRRE, GARRO e GIORI, 2008; CAGNO et
al, 2002; ABASIEKONG, 1991). Diversos produtos de interesse industrial podem ser obtidos a
partir da fermentacdo lactica de cereais (SALMINEM, WRIGHT e OUWEHAND, 2004).

Além disto, € comum a utilizacdo de maltes bioacidificados em adigdo a maltes comuns
em paises que seguem a Lei da Pureza, de forma que ndao podem incluir aditivos ao processo
para, por exemplo, ajuste do pH do meio de mostura. Os maltes sdo acidificados
naturalmente pela acdo de bactérias lacticas, principalmente as do género Lactobacillus,
incluindo L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis e L. fermentum. Os
maltes assim obtidos apresentam menos riscos de contaminag¢ao por fungos filamentosos,
bem como levam a producdo de mostos e de cervejas de boa qualidade (LOWE et al, 2005;

LOWE e ARENDT, 2004; BOHAK et al, 1998).
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3.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O planejamento estatistico de experimentos é uma ferramenta de grande valor para a
otimizacdao de processos, sejam estes ja estabelecidos, ou processos em desenvolvimento,
minimizando o excesso de informacdes e erros associados aos métodos de tentativa e erro.
Planejar experimentos com fundamentos de estatistica permite determinar a influéncia dos
fatores (ou varidveis do processo) sobre as respostas observadas, e traz uma série de
vantagens, como: reducdo do numero de experimentos; andlise simultdanea dos fatores
envolvidos; possibilidade de avaliar mais de uma resposta ao mesmo tempo; etc.

(RODRIGUES e IEMMA, 2005).

3.6.1 Planejamento de misturas

Conforme descrito por Cornell (1990), o planejamento de misturas leva em
consideracdo a soma das fracdes molares de cada componente, que deve ser 1 para todas as

misturas testadas, segundo a metodologia estatistica de andlise de mistura dos trés

k
componentes, onde as misturas de k dos componentes sejam correspondentes a in =1.A
i=1

Tabela 3.2 apresenta a matriz de experimentos referente ao planejamento de misturas.

Tabela 3.2: Matriz do planejamento de misturas
Fragcdes molares de cada componente

Experimento

X1 X2 X3
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 1/2 1/2 0
7 1/3 1/3 1/3

Os 7 experimentos elaborados a partir destes 3 componentes sdo apresentados em

um diagrama ternario, representado por um triangulo equilatero na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Diagrama ternario do planejamento de composi¢do de misturas. (Xi representam os componentes).

3.6.2 Planejamento fatorial

Um planejamento experimental fatorial baseia-se na escolha das varidveis (ou
fatores) de importancia para o estudo, ou seja, que apresentam influéncia sobre as
respostas a serem observadas. Escolhe-se uma faixa de variacdao para estes fatores e os
experimentos devem ser combinados respeitando estas faixas. De modo geral, o
planejamento fatorial é representado por n*, onde k s3o os fatores e n é o nimero de niveis
estabelecidos para a faixa de variacdo destes fatores. Pode-se, ainda, realizar experimentos
em réplicas nos chamados pontos centrais (PC), com os valores médios das faixas de
variagdo, permitindo o melhor estudo da area e o calculo dos erros experimentais sem que
sejam feitas as duplicatas de cada experimento (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Por exemplo, um planejamento com dois fatores estudados e em dois niveis cada um
deles, é representado por 22, e compreende um total de 4 experimentos como resultado das
combinac¢®es basicas das varidveis analisadas. Utiliza-se o sinal “+” para representar o valor
maximo e o sinal “-“ para o valor minimo da faixa estudada. Em geral, duplicatas no ponto
central aumentariam o numero de experimentos para 6, e sdo representadas por “0”.

A Figura 3.5 é a representacdo grafica e a Tabela 3.3 apresenta uma matriz genérica

para um planejamento fatorial 22, com duas réplicas no ponto central.
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Figura 3.5: Area de estudo do planejamento fatorial de 2 niveis e 2 fatores

Tabela 3.3: Matriz codificada do planejamento fatorial de 2 fatores em 2 niveis (22) com duas réplicas no ponto
central

E ] Fatores

Xperimento X, X,
1 + +

2 - +

3 + -

4 - -

5 (PC) 0 0

6 (PC) 0 0

3.6.3 Analise de variancia (ANOVA)

Apds a realizacdo dos experimentos, seguindo o planejamento experimental, os
resultados devem ser analisados para verificacdo de diferencas estatisticas entre os valores
obtidos. O primeiro teste realizado é a andlise de varidncia (ANOVA). Como ferramenta para
realizar a Analise de Variancia, pode ser utilizado o teste F, teste de hipdteses que verifica a
variabilidade entre as variancias de populacdes/tratamentos diferentes. O teste é realizado
da maneira a seguir (CURI, 2008):

S3o propostas duas hipoteses:

Hipdtese nula: Ho: s1 = s2 (as varidncias para cada tratamento sdo iguais).
Hipotese ndo nula: H1: s1 # s2 (as variancias para cada tratamento sdo diferentes).
Calcula-se F, da seguinte maneira: Feac = s% / szz, com s; maior que s,.
O Fgitico €ncontra-se tabelado.

Se Fealc >Feritico @ hipotese nula devera ser rejeitada.

69



Teste de Tukey para comparag¢do de médias

O teste de Tukey é realizado apds serem averiguadas diferencas estatisticamente
entre todos os resultados analisados, e permite a comparagao entre multiplas médias. Para

tanto, deve ser calculada a diferenca minima significativa (A), pela seguinte férmula:

A= q X f@ (Equagdo 3.1)

Onde:
g = amplitude total studentizada (tabelado);
QMres = quadrado médio do residuo;

r = numero de repeticdes.
As médias sdo comparadas uma a uma e se a diferenca entre elas for maior que a

diferengca minima significativa (A), entao elas diferem a uma dada significancia. A diferenca

entre as médias é indicada por indices diferentes (nimeros ou letras).
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Capitulo 4

Caracterizagdo dos residuos cervejeiros

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicdo parcial dos trés residuos sdélidos cervejeiros, bagaco de
malte, trub quente e levedura residual, quanto aos teores de: umidade, cinzas,
carbono total e soluvel, nitrogénio total e soluvel, proteinas bruta e solavel,

aminodacidos (FAN — free amino nitrogen), acucares redutores;

e Caracterizar os residuos quanto aos valores de: pH, acidez tituldvel total, e

demanda quimica de oxigénio total e soluvel.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

Para caracterizacdo e posterior utilizacdo ao longo do trabalho, foram obtidos trés
residuos sélidos do processo cervejeiro, o bagaco de malte (BM), o trub quente (tQ) e a
levedura residual cervejeira (LRC), cujas formas de obtencdo e respectivos tratamentos sdo
descritos a seguir. A Figura 4.1 apresenta, resumidamente, o fluxo de procedimentos

adotados neste capitulo, desde a obtengao até a caracterizagao dos residuos cervejeiros.

Carbono Total

| | Nitrogénio Total e
Proteina Bruta

Aminoacidos

|

Fragdo Soluvel
(em agua)

Agucares
redutores

— DQO

Umidade
{ Secagem para pH e acidez

armazenamento

Umidade

Obtengao dos residuos

— Cinzas

Carbono Total

Fragéo Total |+

Nitrogénio Total e
Proteina Bruta

— DQo

Figura 4.1: Diagrama de blocos resumido das analises dos residuos cervejeiros
(Quadros com fundo branco representam operacdes (J; quadros com fundo cinza representam analises (J).

4.2.1 Residuos cervejeiros
4.2.1.1 Bagaco de malte

O bagaco de malte foi doado pela cervejaria Noi (Itaipu, Niterdi — RJ), imediatamente
depois de retirado da tina de clarificagdo e misturado com pa de polietileno para
amostragem. Dados como o tipo de moagem e o perfil da curva de mostura ndao foram
fornecidos pela empresa, porém, sabe-se que o bagaco foi oriundo de um processo de
obtencdo de cerveja tipo Pilsen tradicional, puro malte, e a planta de producdo é equipada

com tinas de clarificacdo de mosto primario, o que requer que durante a moagem a casca
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dos graos seja mantida da forma mais integra possivel. O bagaco foi obtido uma Unica vez
em quantidade suficiente de modo a atender todo o trabalho experimental.

O material foi submetido a etapa de secagem, a fim de eliminar a dgua livre e
proporcionar o armazenamento adequado sem riscos de contaminagdo. Para tanto,
primeiramente, o bagaco foi disposto em bandejas de aluminio (Figura 4.2-A) e seco em
estufa de circulagdo de ar (FANEM, ORION 515) a 65°C por aproximadamente 24 horas.
Depois de eliminada parte da agua livre, o material foi transferido para sacolas de papel
(Figura 4.2-B) e mantido a mesma temperatura até que apresentasse massa constante,
determinada em balanga analitica (Ohaus Adventurer), em um total de 10 dias. Depois de
seco, o bagaco de malte foi acondicionado em vasilhames de plastico de 14 L (Figura 4.2-C) e

mantido a temperatura ambiente.

Figura 4.2: Secagem do bagag¢o de malte para armazenamento.
(A): bagago Umido disposto em bandejas de aluminio; (B): bagago parcialmente Umido disposto em sacolas de
papel; (C): bagago seco disposto em vasilhame de plastico para armazenamento.

Previamente a sua caracterizacdo e utilizacdo em etapas posteriores, o material foi
triturado em liquidificador para aumento de sua area superficial (Figura 4.3) e facilitacdo da
atividade microbiana (fermentacao lactica, Capitulo 6). Ademais, o bagaco como obtido, tem
grande capacidade de absorcdo de dgua, o que dificultaria as etapas posteriores de

separacao, com grande perda de material soluvel.
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4.2.1.2 Trub quente

O trub quente também foi doado pela cervejaria Noi e retirado do mesmo processo de
producdo do qual foi obtido o bagaco de malte, imediatamente apds a trasfega do mosto de
apronte para o fermentador (Figura 4.4-A). Os tipos e concentra¢des de IUpulos utilizados,
bem como os tempos de sua adicdo e de coccdo do mosto ndo puderam ser informados pela
empresa, mas, como ja citado, tratava-se de uma etapa de preparo de mosto para obtengao
de cerveja tipo Pilsen tradicional.

O material Umido, como retirado da caldeira de cocg¢do, foi filtrado em filtros de pano
para reducdo parcial da dgua presente (Figura 4.4-B). Em seguida, a massa sélida retida foi
destinada a etapa de secagem para possibilitar seu acondicionamento. Foi empregada
metodologia semelhante a descrita para a secagem do bagaco de malte (Item 4.2.1.1) em
bandejas de aluminio em estufa de calor seco (Figura 4.4-C). Entretanto, neste caso, a massa
constante foi alcangcada em 4 dias, ndo havendo necessidade da transferéncia do residuo
para sacolas de papel.

O residual sdélido do trub, apds seco, foi triturado em liquidificador industrial (Figura
4.4-D) para desfazer os grumos formados durante o periodo de secagem em estufa. Este
material foi armazenado em vasilhames plasticos de 5 L de capacidade (Figura 4.4-E), em

ambiente refrigerado (22°C) e protegido da incidéncia luminosa.

Figura 4.4: Secagem do trub quente para armazenamento
(A): trub quente como obtido; (B): trub quente filtrado em coador de malha; (C): trub quente seco em bandejas
de aluminio; (D) moagem em liquidificador industrial; (E) acondicionamento em vasilhames de plastico.
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4.2.1.3 Levedura Residual Cervejeira

A levedura residual de baixa fermentacao (Saccharomyces uvarum) foi doada pela
AmBev. A cervejaria ndo informou as caracteristicas da cerveja produzida pela fermentacao
com esta levedura. A empresa realizou secagem por spray dryer, fornecendo material
desidratado, com baixo potencial para contaminacao, que foi armazenado ao longo de todo
o periodo do trabalho em frascos de vidro vedados (Figura 4.5) em ambiente refrigerado

(22°C).

Figura 4.5: Levedura residual cervejeira.
(A) pastosa; (B) desidratada.

4.2.2 Caracterizagao dos residuos

Todas as andlises descritas a seguir foram realizadas no minimo em duplicata, com
resultados expressos em seus valores médios e respectivos desvios.

O teor de umidade foi determinado com base no residuo bruto, conforme obtido na
industria cervejeira. Apds secos, as fracOes total e soluvel (em agua) dos residuos foram
submetidas as andlises de composicdo e caracterizacdo. Da fracdo total, foram obtidos os
teores de umidade, cinzas, carbono total (organico e inorganico), nitrogénio e demanda
quimica de oxigénio (DQO). Da fracdo soluvel, foram determinados os teores de carbono
total, nitrogénio, aminoacidos (FAN — free amino nitrogen), agUcares redutores, acidez
titulavel, pH e DQO.

Para obtengdo da fragdo hidrossoluvel, trés amostragens de cada residuo foram
realizadas, a fim de coletar-se 2,5 g de cada. As amostras foram adicionadas de dagua
destilada em um volume suficiente para se estabelecer uma concentragdo final de 5% (m/v).

Inicialmente, em béqueres de 100 mL, contendo os residuos soélidos devidamente pesados,
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foram adicionados 30 mL de dgua destilada e a mistura foi homogeneizada em agitador
magnético por 30 min., para solubilizacdo das fragdes (Figura 4.6-A). Em seguida, o material
foi centrifugado sob refrigeracdo (4°C), a 1370 g (3500 rpm, 10 cm de raio) por 10 min.
(centrifuga HERMILE, Z400) (Figura 4.6-B) e o sobrenadante foi recolhido. Ao precipitado,
foram adicionados 20 mL de agua destilada e o procedimento de homogeneizacdo e
centrifugacao foi repetido. Apds o recolhimento de toda a fracao liquida, o material foi
filtrado a vacuo em papel de filtro Whatman n° 4.

As amostras aquosas assim obtidas foram dispostas em frascos de penicilina de 10
mL de capacidade (Figura 4.6-C) e congeladas (-20°C), para posteriores determinagdes

analiticas.

Figura 4.6: Separacgdo da fragdo soluvel dos residuos em agua.
(A): solubilizagdo em agua em placas de agitacdo; (B): centrifugacdo sob refrigeracdo para separacgdo das
fragBes; (C): amostra armazenada em frascos de penicilina.

4.2.2.1 Teor de umidade

O teor de umidade dos residuos obtidos umidos foi determinado por método direto
em balanca de infravermelho (GEHAKA 1V 2000), levando-se em considera¢do apenas a agua
livre, ndo incluindo a dgua de constituicdo. Para tanto, a balanca foi pré-aquecida e amostras
foram dispostas em formas de aluminio para determinacdo da massa seca a 105°C (AOAC,
1975), até massa constante. Devido as condi¢cdes de elevadas temperaturas em que os
residuos sdo gerados (em torno de 80 e 100°C para o bagaco de malte e o trub quente,
respectivamente), pode-se considerar ndo significativa a perda de volateis durante a
determinacdo da umidade.

Os teores de umidade foram obtidos pela diferenca entre as massas inicial e final das

amostras, e os resultados expressos em percentuais de umidade (m/m).
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4.2.2.2 Residuo mineral fixo (cinzas)

Para determinag¢do do residuo mineral fixo, foi realizada amostragem de cada residuo
com determinacdo de sua massa em balanca analitica apds sua disposicdo em cadinhos de
porcelana previamente incinerados e tarados. O material foi submetido a incineragao total a
temperaturas entre 500 e 550°C, em forno tipo mufla (Magnos, 122004), até massa
constante (AOAC, 1975).

A diferenca entre a massa final do cadinho (apds incineracdo da amostra) e a massa
do cadinho vazio (previamente tarado), representou o teor de cinzas, que foi expresso em

percentual (m/m de matéria seca).

4.2.2.3 Andlises de carbono e nitrogénio total e proteina bruta total

Os trés residuos foram analisados quanto ao teor de carbono e nitrogénio em
analisador SHIMADZU3, no Laboratério de Tecnologia Ambiental da Escola de Quimica/UFRJ,
sob coordenacdo da Professora Magali Christe Cammarota.

Os teores de carbono total e de carbono inorganico foram determinados pela
utilizacdo do moddulo para andlise de amostras soélidas (SSM 5000A) acoplado ao
equipamento, enquanto que o teor de carbono organico total (TOC) foi obtido por diferenca.

Este equipamento nao é capaz de quantificar o teor de nitrogénio total em amostras
sélidas, de forma que os residuos foram tratados para sua liquefacdo. Foram feitas trés
amostragens de cada residuo para procedimento da digestdao de nitrogénio, semelhante a
realizada no método de Kjeldahl, utilizado para determinacdo do teor de nitrogénio
(organico e amodnia) total. Amostras sélidas de 0,5 g aproximadamente foram adicionadas de
20 mL de 4acido sulfurico concentrado, e 10 g de mistura sélida catalitica (selenito de sédio,
sulfato de cobre penta-hidratado e sulfato de sédio deca-hidratado) em tubos de vidro
especificos. Em um digestor de Kjeldahl, a temperatura foi mantida em aproximadamente
370°C, por 40 min., até a digestdo completa. Depois de encerrada a digestao, a amostra foi
transferida para baldo volumétrico de 25 mL e avolumadas com agua destilada, de forma
gue a diluicdo final foi de 0,5 g para 25 mL. As amostras liquidas assim obtidas foram

armazenadas sob congelamento para posterior determinacao de carbono e nitrogénio total.

*Analisador de C e N SHIMADZU, modelo Toc — Vepn por combustdo e oxidagdo cataliticas a 680°C para
determinacdo de carbono total na fracdo sollivel e combustdo térmica para deteccdo de NO, por
quimioluminescéncia para determinacdo de nitrogénio total na fragdo liquida. Para amostras solidas, devera
ser feita a digestdo acida com H,SO, P.A previamente as analises.
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Os resultados do equipamento, expressos em % (m/v) foram convertidos para % (m/m) em
fungdo do volume da amostra final, apds digestao, e da massa de amostra sélida utilizada.

O teor de nitrogénio total pode ser utilizado para estimar o teor de proteinas brutas
em cada amostra, utilizando-se um fator de conversao em fungao da proporg¢ao da fragdo de
nitrogénio presente em uma proteina. Diferentes fatores podem ser utilizados a depender
do tipo de material analisado e das proteinas que o comp&dem. No presente trabalho, foram
adotados os seguintes valores: bagaco de malte e trub quente, 6,25; levedura residual
cervejeira, 5,8 (YAMADA et al, 2011; EBC, 2008; AOAC, 2005). Os resultados foram expressos

em percentual de proteinas brutas (m/m).

4.2.2.4 Andlise de carbono e nitrogénio sollvel e proteina bruta soltvel

O teor de carbono e nitrogénio total das fracdes solUveis previamente obtidas foi
determinado em analisador SHIMADZU. Novamente, o teor de proteina bruta foi estimado
pela utilizacdo de fator de conversao adequado para cada residuo analisado, conforme ja

apresentado no Item anterior (4.2.2.3).

4.2.2.5 Aminodcidos (FAN — free amino nitrogen)

Da fracdo soluvel dos residuos cervejeiros foram retiradas amostras para
determinacdo do teor de aminoacidos (FAN — free amino nitrogen) pelo método da
ninhidrina (EBC, 1987; ASBC, 1976), utilizando-se a glicina como padrado. Os resultados foram
expressos em mg/g de massa seca, unidade comumente utilizada para descri¢cdo do teor de

FAN no mosto e na cerveja.

4.2.2.6 Acucares redutores

Da fracdo soluvel dos residuos foi determinado o teor de acucares redutores livres
pelo método espectrofotométrico do dcido DNS (AOAC, 1975). Para tanto, foi utilizada uma
curva padrdo de glicose, indicada no Apéndice |, que relaciona a concentracdo de acgucar
redutor com poder redutor e a absorbancia (a 540 nm) obtida apds a reacdo com o DNS. Os

resultados foram expressos em percentuais (m/m de matéria seca).
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4.2.2.7 pH e acidez titulavel total

Foi determinado o pH de cada residuo quando acrescido de agua, por determinagao
direta em pHmetro de bancada (QUIMIS). Ademais, da fracdo soluvel, obtida, foi
quantificada a acidez total tituldvel com NaOH 0,1M, utilizando fenolftaleina como
indicador. Os resultados de acidez foram expressos em percentual (referenciando-se a

massa solubilizada de cada residuo) (AOAC, 1975).
4.2.2.8 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio de cada residuo sélido e de sua fragdao soluvel foi

determinada segundo os métodos padrdes de andlises da APHA (2005).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Teor de umidade

Os resultados destas analises, em valores médios, para os residuos brutos (como
obtidos na cervejaria) e para os residuos apds a etapa de secagem, sdo apresentados na

Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Teor de umidade dos residuos, bagaco de malte (BM), trub quente (TQ) e levedura residual
cervejeira (LRC)

Residuo Umidade (%)
Bruto Seco
BM 82,6+0,1 8,3+0,1
TQ 86,8+0,1 7,3+0,1
LRC 86,0+0,1 7,8+0,1

O elevado teor de umidade encontrado para o bagago de malte analisado (82,6%) é
proveniente da agua cervejeira que fica retida apds a clarificacdo do mosto doce, estando
em coeréncia com os dados da literatura. Robertson e colaboradores (2010) determinaram o
teor de umidade presente em bagacos de malte de cevada provenientes de 10 cervejarias
comerciais, por secagem a 104°C até massa constante, e encontraram valores entre 75 e
80%. Santos e colaboradores (2003) avaliaram o teor de umidade de 8 lotes de bagaco
cervejeiro, constituido de 80% de malte de cevada e 20% de milho, obtendo valores entre
76,8 e 78,9%. Gencheva e colaboradores (2012) determinaram o teor de umidade de cerca
de 70% para o bagaco de malte de cevada obtido de cervejaria comercial, enquanto que
Zhaoxia e colaboradores (2012) encontraram o teor de agua de 79%. Outros autores
descrevem, em trabalhos de revisdo bibliografica, percentuais de umidade entre 75 e 85%
(OLAJIRE, 2012; KLAGENBOECH, THOMAZINI e SILVA, 2011).

O trub quente também apresentou teor de umidade elevado (86,8%), resultado do
arraste de mosto na precipitacdo destes compostos. Nao foram localizados na literatura
relatos de trabalhos experimentais de determinacdo do teor de umidade do trub quente.
Contudo, alguns trabalhos de revisdao ou livros indicam que o mesmo tem um percentual de
umidade variando entre 80 e 90% (OLAJIRE, 2012; BRIGGS et al, 2004, HOUGH, 1990),

ratificando o valor encontrado no presente trabalho.

80



Para a levedura residual cervejeira, em sua forma dita pastosa, depois de removida dos
tanques de fermentag¢do, o valor médio do teor de umidade foi de 86,0 %, o que é
decorrente do arraste de cerveja durante a purga de células no fundo do reator. Pinto e
colaboradores (2013) encontraram valor médio de umidade de 74% para duas amostragens
de levedura residual de cervejaria comercial. Yamada e colaboradores (2003) utilizaram em
seus estudos levedura residual de destilaria, e encontraram teor de umidade de 80%. Vilela,
Sgarbieri e Alvim (2000) utilizaram levedura residual de cervejaria, que também apresentou
80% de umidade. Outros autores apresentam em seus trabalhos de revisao ou livros, os
valores de umidade variando entre 80 e 90% (OLAJIRE, 2012; KLAGENBOECH, THOMAZINI e
SILVA, 2011; FERREIRA et al, 2010; FILLAUDEAU, BLANPAIN-AVET e DAUFIN, 2006; HOUGH,
1990).

Apds a etapa de secagem em estufa de calor seco, os residuos apresentaram baixo teor
de umidade, préoximo aos 8%, indicando a eficdcia da desidratagdo, estando aptos para
armazenamento ao longo de todo o periodo de trabalho experimental, sem riscos de
contaminagdo e com significativa reducao da massa total (ALIYU e BALA, 2011; MUSSATO,
DRAGONE e ROBERTO, 2006).

4.3.2 Residuo mineral fixo (cinzas) dos residuos secos
Os resultados do teor de cinzas apds incineracao em mufla (500 — 550°C), expressos em

valores médios, sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Teor de cinzas dos residuos bagago de malte (BM), trub quente (TQ) e levedura residual cervejeira
(LRC)

Amostra Cinzas (% m/m matéria seca)
BM 3,85+ 0,00
TQ 2,00+ 0,08
LRC 5,86 + 0,05

Os minerais presentes no bagaco de malte podem ser provenientes da composicao da
cevada que gerou o malte e da agua cervejeira utilizada; tais minerais ficam retidos nas
camadas de bagaco durante a etapa de clarificacio do mosto doce. O bagaco de malte
avaliado apresentou 3,85% de cinzas, valor semelhante ao encontrado em diversos trabalhos

da literatura. Santos e colaboradores (2003) quantificaram o teor de cinzas em diferentes
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lotes de bagaco de malte, apds incineracdo a 900°C, obtendo valores médios entre 3,4 e 4%
(em base seca). Celus (2006) encontrou o teor de 3,3% de cinzas para o bagaco obtido apds
mostura de malte de cevada puro. Niemi e colaboradores (2012) e Zhaoxia (2012) e seus
colaboradores determinaram o teor de cinzas apds a incineragao a 550°C de bagaco de
malte obtido de cervejarias comerciais, obtendo os valores de 4,9% e 4,4%,
respectivamente. Ja Adeniram e colaboradores (2010) determinaram elevado teor de cinzas,
de 7,9%. No levantamento bibliografico realizado por Aliyu e Bala (2011), foram encontrados
valores entre 2,3 e 7,9% de cinzas na composi¢ao do bagag¢o de malte residual de cervejaria.

Estas variagdes observadas entre os dados da literatura e do presente trabalho podem
ser decorrentes de diversos fatores que afetam a composicao do bagaco de malte. Podem-se
destacar, dentre estes fatores, a variedade da cevada, as condi¢des de cultivo do vegetal,
gue incluem solo, clima e época do ano, e as condicGes de processo, como malteacdo,
moagem, mostura e clarificagdo (MUSSATO et al, 2006). Sabe-se, ainda, que a composi¢cao
mineral do bagaco é dependente da agua cervejeira utilizada (CLERCK, 1962a).

O trub quente apresentou teor de cinzas inferior ao dos demais residuos avaliados
(Tabela 4.2), fato que pode ser justificado pela sua formacdo, predominantemente resultado
da coagulacdo de proteinas de elevada massa molar que perdem agua de solvatacdo em
elevadas temperaturas (BARCHET, 1993). Ndo foram localizados na literatura trabalhos
experimentais que relatassem a determinacdo da composicdo do trub quente; apesar disto,
alguns trabalhos de revisdao ou livros indicam que o mesmo tem um percentual de cinzas
entre 3 e 5%, que podem apresentar influéncia positiva sobre o processo de coagulacdo
proteica (PRIEST e STEWART, 2006). O trub tem sua composicdo variada
predominantemente em func¢do do tipo de malte e lUpulo utilizados, bem como da conducao
de etapas como moagem e mostura do malte, que podem acarretar liberacao de diferentes
compostos no mosto, mais ou menos propicios a coagulacdo/complexacdo (PRIEST e
STEWART, 2006).

O residuo mineral fixo (cinzas) encontrado para a levedura residual (5,86%) teve seu
valor de acordo com a literatura e pode-se dizer que é proveniente da composicdo da célula,
gue apresenta minerais atuando como cofatores enzimaticos e em seu sistema respiratério.
Diversos autores encontraram valores ligeiramente mais elevados, entre 6,98 e 8,55%

(COSTA, MAGNANI e CASTRO-GOMEZ, 2012; VILELA, SGARBIERI e ALVIM, 2000; CABALLERO-
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CORDOBA e SGARBIERI, 2000). J4 Santucci e colaboradores (2003) e Yamada e colaboradores
(2003) encontraram valores préximos a 6% de cinzas no autolisado de levedura. No ultimo
trabalho citado, o teor determinado foi de 4,6% para as células de levedura integras. Pinto e
colaboradores (2013) encontraram valor inferior, proximo a 2%.

Diferencas na composicdo da levedura residual podem ser ocasionadas por variacdes
como a espécie utilizada (S. cerevisiae, de alta fermentagdo, ou S. uvarum, de baixa
fermentacdo). Além disto, sua composicdo mineral pode ser influenciada em func¢do da
etapa do processo em que é removida (fermentacdao ou maturagao) e do numero de vezes
que a mesma é reutilizada. Segundo Clerck (1962b), a levedura jovem e em propagacao
apresenta mais reservas de fosfatos, o que acarretaria mais cinzas. Ndo foram localizados
trabalhos mais recentes que levassem em consideracdo a fase de atividade de levedura

cervejeira para determinacdo de sua composicao.

4.3.3 Determinagao do teor de agticares redutores soltuveis
Os resultados de concentracdo de agucares redutores, com seus respectivos desvios,

estdo indicados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Teor de agucares redutores livres soltveis do bagago de malte (BM), do trub quente (TQ) e da
levedura residual cervejeira (LRC), em base seca

Amostra ART (% m/m matéria seca)
BM 0,65 + 0,05
TQ 20,0+ 0,0
LRC 1,30+0,0

Ha poucos relatos na literatura a respeito da determinacdo do teor de aglcares
redutores sollveis nos residuos cervejeiros. O baixo teor de acgucares redutores obtido para
o bagaco de malte (0,65%) corrobora com os dados de literatura que indicam o bagaco de
malte como material predominantemente fibroso e proteico (ALIYU e BALA, 2011; LIMA
2010; ROBERTSON et al, 2010; MUSSATO et al, 2006). Por outro lado, Gencheva e
colaboradores (2012) determinaram o teor de acglcares redutores presentes em bagaco de
malte pelo método do DNS, obtendo resultado mais elevado, de 2,4% (m/m de matéria

seca). O principal fator que pode afetar a presenca de acglcares redutores no bagaco de
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malte é a lavagem da torta de filtracdo com agua secundaria, realizada para esgotar as
fragOes sollveis e aumentar o rendimento final da etapa de mosturagao.

O baixo valor de acucares redutores sollveis encontrado para a levedura residual
(1,3%) também estd de acordo com o esperado, uma vez que a levedura apresenta em sua
maior proporgao carboidratos na forma de polissacarideos constituintes da parede celular e
de reserva. O arraste de mosto fermentado durante a remocao destas células do fundo do
reator (purga) ao final da fermentacdo/maturacdo pode promover o arraste de aglcares
redutores residuais da fermentacgao, que estdo presentes no residuo em sua forma pastosa.

A excec¢do para esta andlise foi o trub quente, que apresentou elevado teor de agucares
redutores (20%), o que estd de acordo com sua formacdo durante o processo cervejeiro, cuja
precipitacdo proteica durante a coc¢ao e sua deposi¢gao promovem arraste de mosto rico em
acucares fermentesciveis. Segundo Priest e Stewart (2006), a deposicao do trub quente
promove arraste de mosto e perdas entre 1 e 2% de extrato fermentescivel, em fun¢do da

técnica de separacdo adotada e de sua operacao.

4.3.4 Teor de carbono total dos residuos secos

Conforme observado na Tabela 4.4, os trés residuos apresentaram elevado teor de
carbono total em sua composicdo. Vale ressaltar que simultaneamente foi determinado o
teor de carbono inorganico, ndao tendo sido detectada sua presenga. Portanto, o teor de
carbono total pode ser associado ao carbono organico total (TOC) para os trés residuos

avaliados.

Tabela 4.4: Teor de carbono total do bagago de malte (BM), do trub quente (TQ) e da levedura residual
cervejeira (LRC), em base seca

Amostra Ciotal (% m/m matéria seca)
BM 52,3+0,9
TQ 50,5+0,3
LRC 45,6 £ 0,6

O bagaco de malte contém em sua estrutura diferentes compostos organicos de cadeia
carbonica, dos quais, e em ordem de maior para menor concentracdo, podem-se destacar a
hemicelulose, lignina, celulose e proteinas. Nao foram localizados trabalhos na literatura que

avaliassem a concentracdao de carbono no bagaco de malte. Contudo, diversos trabalhos
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avaliaram o poder energético deste residuo. Supondo-se fazer uma analogia entre o poder
de queima do carbono (781,9 kcal/100 g) e os valores encontrados na literatura para o
conteudo energético bruto do bagaco de malte, teremos o que segue. No bagaco de malte
utilizado no presente trabalho, o valor de energia bruta tedrico seria de 409 kcal / 100g de
matéria seca. Diversos autores determinaram o conteldo energético do bagaco de malte,
obtendo valores entre 428 e 532 kcal/100 g de matéria seca (CORDEIRO, EL-AQUAR e
GUSMAO, 2012; ALBUQUERQUE, 2009; VIEIRA, SANTOS e VIEIRA, 2009; COSTA et al, 2006).

Ja a levedura cervejeira, que apresenta predominantemente cadeias carbonicas como
proteinas e carboidratos em sua estrutura celular, apresentou elevado teor de carbono em
sua composicdo (45,6%). Conhecidamente, uma célula microbiana tem cerca de 50% de
carbono em sua massa seca (TORTORA, CASE E FUNKE, 2011). Por exemplo, Belluco (2001),
citando Harrison (1971), indica que uma célula de levedura contém entre 45 e 47% de
carbono em sua composi¢cdo, de forma que a concentragdo encontrada no presente trabalho
é bastante préxima a encontrada por este autor.

O trub quente apresentou elevada concentragdo de carbono que também pode ser
associada a presenca de acuUcares redutores em grande concentracdo (20%), como ja visto
anteriormente. Ndo foram encontrados relatos na literatura para a composi¢cao em carbono

deste residuo.

4.3.5 Teor de nitrogénio total e soltivel e de proteinas brutas

A Tabela 4.5 apresenta os resultados das andlises da fracao total e da fra¢do soluvel, de
percentuais de nitrogénio obtidos no analisador de carbono e nitrogénio SHIMADZU, e de
percentuais de proteinas brutas, obtidos a partir da relacdo do teor de nitrogénio total e

fator de conversao adequado para cada residuo.

Tabela 4.5: Teor de nitrogénio total e soltuvel e de proteinas totais e soluveis do bagago de malte (BM), do trub
quente (TQ) e da levedura residual cervejeira (LRC), em base seca

Amostra N:otal Proteina Bruta*® Nsolivel Proteina Soluvel*
(% m/m seca) (% m/m seca) (% m/m seca) (% m/m seca)
BM 4,3+0,4 26,9 0,37 +£0,07 2,3
TQ 8,0+0,2 48,8 0,14 £ 0,00 0,9
LRC 9,1+0,0 45,6 2,53+0,01 14,7

*Teor obtido a partir do fator de conversdo de nitrogénio total em proteinas.
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O teor de proteina bruta total determinado no bagaco de malte foi de 26,9%, valor este
obtido pela utilizagdao do fator de conversao (de nitrogénio em proteinas) de 6,25, utilizado
em diversos trabalhos. Robertson e colaboradores (2011) e Faulds e colaboradores (2009)
encontraram o teor de proteinas préoximo a 18%, enquanto Celus e colaboradores (2006)
encontraram valor mais proximo ao obtido neste trabalho, 26,7%. Segundo Clerck (1962a), o
bagaco de malte Umido contém 5% de proteina bruta; considerando-se a umidade em 80%,
isto equivale a 25% da matéria seca, semelhante ao encontrado no presente estudo. Estas
pequenas variacdes podem ser consequéncia de diferengas no tipo da cevada, da adigdo de
adjuntos, e das condi¢cdes de moagem, mostura e clarificagdo do mosto doce.

Para o trub quente (48,8% de proteinas) foi adotado o mesmo fator de conversdo de
nitrogénio total em proteinas utilizado para o bagaco de malte (6,25), tendo em vista ser
este a principal origem das proteinas que o compdem. Trabalhos de revisdao indicam entre
50 e 70% de proteinas na composicao do trub quente (PRIEST e STEWART, 2006; BARCHET,
1993). Mello (2008) propOs que o trub quente é predominantemente proteico, com teores
entre 50 e 60% de sua massa seca. Para esta medida, de consideravel valor, foi observada
pouca variacdo em relacdo aos dados da literatura, principalmente pela formacdo do trub,
que é resultado da coagulacdo proteica durante a cocc¢ao.

O teor de proteinas na levedura residual cervejeira (52,7%) foi obtido pela utilizagdo do
fator 5,8 de conversdo de nitrogénio total em proteina bruta. Vilela e colaboradores (2000b)
e Yamada e colaboradores (2003) também utilizaram o fator 5,8, enquanto Caballero-
Cordoba e Sgabieri (2000) e Pinto e colaboradores (2013) utilizaram o fator 5,5. Estes
autores encontraram o teor de proteina variando entre 35,2 e 47,19%, em base seca, da
biomassa celular. Belluco (2001), citando Harrison (1941), indica que uma célula de levedura
contém entre 7 e 9% de nitrogénio em sua composi¢ao, valor semelhante ao encontrado no
presente trabalho (9,1%). Clerck (1962b) indica que, em geral, o teor de matérias
nitrogenadas na levedura é de 45%, podendo chegar até a 70%, dependendo de seu estado
fisioldgico. Franco (1989) afirma que o levedo de cerveja em pd apresenta 46,1% de
proteinas em sua composi¢do centesimal.

Quanto ao teor de proteinas sollveis, os baixos valores encontrados para o bagaco e o
trub, 2,3 e 0,9%, respectivamente, podem ser justificados pela forma como estes residuos

sdao gerados. O bagaco é esgotado de toda sua fracdao solluvel durante a passagem da
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denominada dgua secundaria ou de lavagem, enquanto que o trub quente é proveniente
principalmente da coagulagdo e insolubilizagdo de proteinas no mosto durante a etapa de
coccdo (BARCHET, 1993), resultando, ambos os casos, em materiais com baixa fracdo soluvel
de proteinas. Ja o valor mais elevado para a levedura cervejeira (14,7%) pode ser explicado
pela possibilidade de lise celular durante seu processo de secagem, que se deu por spray

dryer, liberando para o meio material intracelular rico em nitrogénio soluvel.

4.3.6 Teor de aminoacidos (FAN) da fragao soluvel

O teor de aminoacidos apresentou seu maior valor para a levedura residual cervejeira,
4,09 mg/g (Tabela 4.6), coerente com sua significativa composicdo de nitrogénio soltvel, e
tal resultado pode ser atribuido aos constituintes celulares que se apresentam dispersos no
meio possivelmente devido ao rompimento das células que se apresentam frageis e
susceptiveis a autdlise ao final da fermentacdo, bem como ao processo de secagem em
spray dryer ao qual estas foram submetidas. Diversos autores afirmam o elevado valor
nutricional da levedura residual cervejeira devido sua composicdo em aminodacidos, dos
quais lisina, leucina, isoleucina, triptofano, dentre outros (YAMADA et al, 2003; VILELA et al,

2000a; VILELA et al, 2000b; CHAE et al, 2001).

Tabela 4.6: Teor de aminoacidos (FAN — free amino nitrogen) da fracdo soltvel do bagaco de malte (BM), do
trub quente (TQ) e da levedura residual cervejeira (LRC), em base seca

Amostra FAN* (mg/g matéria seca)
BM 0,36 £ 0,03
TQ 0,22 £ 0,02
LRC 4,09 +0,04

*expresso em equivalentes de glicina

O trub quente apresentou o menor teor de aminoacidos (0,22 mg/g), uma vez que
sua composicdo é predominantemente rica em proteinas de elevada massa molar
desnaturadas e complexadas pela acdo do calor, que se tornam insolUveis no meio, nao
arrastando os aminoacidos, que por sua vez sdo solubilizados no mosto.

O bagaco de malte apresentou teor ligeiramente maior que o do trub (0,36 mg/g),
contudo, mais que dez vezes menor que o teor presente na levedura residual. Novamente,

tal comportamento pode ser associado ao esgotamento de praticamente toda fracdo soluvel
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do bagaco pela sua lavagem com a dgua secundaria, que irda compor o mosto cervejeiro.
Aminoacidos comumente presentes no bagaco de malte sdo: leucina, valina, alanina, serina,

glicina, tirosina, lisina, prolina, dentre outros (PRIEST e STEWART, 2006).

4.3.7 pH e acidez titulavel total
A Tabela 4.7 apresenta os valores de pH e acidez total para os residuos cervejeiros

avaliados.

Tabela 4.7: pH e acidez titulavel total do bagago de malte (BM), do trub quente (TQ) e da levedura residual
cervejeira (LRC)

Amostra pH Acidez total (% m/m)
BM 5,41 3,64 £ 0,06
TQ 4,62 7,48 £ 0,26
LRC 5,87 32,72 £0,29

O bagaco de malte apresentou pH coerente com a faixa de pH utilizada para a etapa
de mosturacdo do processo cervejeiro, etapa na qual é obtido o mosto doce pela atuacao
enzimdatica e extracdo de componentes hidrolisados do malte. A atividade destas enzimas
hidroliticas é fortemente influenciada pelo pH do meio, e, de modo geral, a mistura malte e
agua tem seu pH ajustado para a faixa denominada 6tima, que estad entre 5,4 e 5,8 (AIYER,
2005; BAMFORTH, 2003; REGULY, 1996). A baixa acidez titulavel do bagaco de malte (3,64%)
pode ser resultado do esgotamento de suas fracbes para obtencdo do mosto, contudo,
compostos como aminoacidos, acidos fendlicos e acidos graxos constituintes da cevada
(KUNZE, 1999) podem ser os responsaveis pela presenca da acidez, mesmo que reduzida.

O reduzido valor de pH do trub quente (4,62) em relacdo ao baga¢o de malte pode ser
relacionado ao seu processo de formacdo durante a coccdo do mosto. O trub quente é
formado durante a etapa de coc¢do do mosto cervejeiro, na qual, em geral, ocorre a
precipitacdo de fosfato de cdlcio, que acarreta em reduc¢do do pH do meio (BRIGGS et al,
2004; BAMFORTH, 2003; KUNZE, 1999). Durante seu processo de remocdo, o trub arrasta
consideravel quantidade de mosto (PRIEST e STEWART, 2006), o que justifica a diminuicao
de seu pH em relacdo aos demais residuos. Ademais, em sua composicdo estdo fracoes

acidas do lupulo, que nao foram solubilizadas no meio durante a coc¢do, bem como 4acidos
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graxos (HORNSEY, 1999; HAUNOLD e NICKERSON, 1993; BARCHET, 1993), que podem
promover aumento de sua acidez titulavel (7,48%), conforme observado.

O pH da levedura residual cervejeira (5,87) apresentou-se maior que o pH final da
cerveja, que normalmente esta na faixa entre 4,2 e 4,5 (BRIGGS et al, 2004). Tal fato pode
ser explicado pela possivel lise de células de levedura devido ao seu estagio avancado de
desenvolvimento e durante seu processo de secagem, havendo liberagdo de material
intracelular, cujo pH é em torno de 6,0 (Clerck, 1962b). Sua elevada acidez (32,72%) pode
estar associada a presenga de acidos organicos fracos (que ndao promovem redugao de pH)

como acidos graxos e aminodcidos.

4.3.8 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

A Tabela 4.8 apresenta os valores obtidos para a determina¢do da demanda quimica de
oxigénio das fracoes total e soluvel de cada residuo. Conforme observado, a DQO da fracao
total dos trés residuos apresentou-se significativamente maior que a DQO das respectivas
fragGes sollveis, uma vez que os trés residuos sdo solidos predominantemente insolUveis em
agua, devido a sua composicdo. Entretanto, a avaliacdo da DQO da fracdo soluvel se faz
importante uma vez que, durante o despejo de residuos sélidos em corpos hidricos, ocorre

sua decantacdo e apenas sua fracdo soluvel fica disponibilizada.

Tabela 4.8: Demanda quimica de oxigénio das fragGes sdlida e soluvel dos residuos cervejeiros, bagaco de
malte (BM), trub quente (TQ) e levedura residual cervejeira (LRC)

Amostra DQO (mg O, / g amostra) DQO soluvel (mg O, / g amostra)
BM 1092 + 220 44 £ 4,5
TQ 1450 £+ 30 366 + 36
LRC 1308 £ 93,5 252 £ 25

O bagago de malte contém até 70% de fibras e em média 20% de proteinas
(insoluveis) em sua composicao (ALIYU e BALA, 2011; LIMA 2010; ROBERTSON et al, 2010;
MUSSATO, DRAGONE e ROBERTO, 2006). O trub, por sua vez, é resultado da precipitacdo de
compostos insoluveis no mosto, como complexos de proteinas, acidos fendlicos (do malte de
cevada e do lupulo) e polissacarideos (ndo hidrolisados na mostura) (BARCHET, 1993), o que
acarreta baixa solubilizacdo de seus compostos em agua. Apesar da célula de levedura estar

susceptivel a lise, liberando material intracelular soltuvel, sua parede e membrana consistem
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de materiais polissacaridicos insoluveis (TORTORA, CASE e FUNKE, 2011; MADIGAN,
MARTINKO e PARKER, 2004), havendo menor contribuicdo para a fracao soluvel deste
residuo.

Segundo Ramalho (1983), referéncia para tratamento de efluentes liquidos, a razao
DQO/COT reflete as caracteristicas da matéria organica presente nos diferentes residuos.
Quanto mais distantes de zero, pode-se dizer que ha maior facilidade de oxidagao total da
matéria. Valores de 2,1, 2,9 e 2,9 foram obtidos para bagaco de malte, trub quente e
levedura residual, respectivamente; valores préoximos ao indicado por este autor para a
sacarose (2,44), substrato comumente utilizado na industria de bioprocessos.

De modo geral, foram observados elevados valores de DQO, que indicam a
impossibilidade de disposicdo destes residuos no ambiente sem tratamento prévio, uma vez
gue poderdo alterar significativamente as caracteristicas nutricionais do ecossistema. Desta
maneira, atendendo aos atuais apelos de reutilizagdo de materiais, principalmente rejeitos
agroindustriais, para promover maior esgotamento de suas fracdes organicas, bem como
pelo uso racional de matérias-primas de origem renovavel, e para o desenvolvimento de
processos mais verdes e/ou sustentdveis, os residuos cervejeiros apresentam grande

potencial para aplicagdo em bioprocessos industriais.
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4.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

Os trés residuos apresentaram elevado teor de umidade (entre 82 e 87%),
condizentes com sua geragao nas respectivas etapas do processo;

Foi observada, para os trés residuos, elevada carga organica em sua composi¢ao (TOC
em torno de 50%), com elevada DQO (> 1000 mg/g), ambos os valores coerentes com
suas origens, vegetal e biomassa microbiana;

Como esperado, o trub quente e a levedura residual cervejeira apresentaram maior
teor proteico (quase 50%) e, portanto, menor relagdo C/N em comparagdo ao bagago
de malte (26,9% de proteinas), que é predominantemente celulésico. A levedura
residual teve maior quantidade de compostos nitrogenados (nitrogénio total e
aminodacidos) na fracdo soluvel do que o bagaco e o trub.

O trub apresentou elevado teor de aglcares redutores (20%), provavelmente devido

ao arraste de mosto durante sua remocao do meio.

Tais resultados permitem supor que os trés residuos apresentam-se em potencial

para utilizacdo em bioprocessos industriais, devido a sua rica composicdo em matéria-

organica. No presente trabalho, foram utilizados para a fermentacdo lactica, visando a

obtencado de acido lactico e de extrato proteolitico.
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Capitulo 5

Selegdo de bactérias lacticas com atividade proteolitica

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar a cultura lactica de melhor desempenho proteolitico através de testes
especificos de crescimento microbiano em meios proteicos;

e Delinear o perfil de crescimento microbiano de cada cultura de forma a padronizar o
inéculo;

e Determinar a relagdo entre a absorvancia e a massa seca para a cultura selecionada.

92



5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Bactérias Lacticas

Para selegdo das bactérias lacticas quanto a atividade proteolitica, foram empregadas
seis culturas microbianas, cinco de procedéncia comercial e uma de cole¢cdo de culturas.
Foram utilizadas culturas puras e mistas, a fim de verificar a possivel influéncia da
protossimbiose entre as diferentes espécies de bactérias lacticas. As informacdes das

culturas utilizadas sao resumidas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Culturas de bactérias lacticas para avaliagdo da atividade proteolitica

Cultura Espécie(s) Origem Observagoes
Lactobacillus delbrueckii
Pura subsp. delbrueckii INCQS FIOCRUZ/INCQS Liofilizada
383/ATCC 9649
Comercial 1 L. acidophilus Leiba® Liofilizada;

1,7 x 10° células/g.

L. acidophilus,

Bifidobacterium animalis Liofilizada;
Comercial 2 . BioRich® 2,5x 10° UFC de cada
subsp. lactis e Streptococcus espécie/
thermophilus P &
. Liofilizada
Comercial 3 5 thermopl'wIUS el Docina® 1 x 10° UFC de cada
bulgaricus . .
espécie/g.
. . Cultivo em leite
Comercial 4 L. casei Yakult®
Comercial 5 L. paracasei Ninho® Cultivo em leite

5.2.2 Meios de crescimento e condicdes de cultivo

O meio de crescimento utilizado nas etapas de ativacdo e propagacdo das culturas
lacticas foi o caldo MRS (Man-Rogosa-Sharpe / HIMEDIA), amplamente empregado para
cultivo de lactobacilos (BRUNO, 2011; de MAN, 1960) e indicado pela colecdo de culturas da
FIOCRUZ. O caldo MRS apresenta pH final de 6,510,2, 6timo para a atividade das bactérias
lacticas, ja tamponado para comercializacdo de forma a evitar a brusca reducdo do pH

resultante da liberacdo de acido lactico como produto do metabolismo microbiano.
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O meio foi preparado conforme informagdes do fabricante e esterilizado em
autoclave a 0,5 atm (110°C) por 20 min. Antes da utilizacdo, foi submetido a teste de
esterilidade pela incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C por 48 h, tendo em vista sua rica
composigao.

Para a ativacdo e propagacdo de todas as culturas, o meio estéril foi inoculado e
incubado a 37°C em estufa de vacuo, que por ser vedada para troca de gases permitiu a
modificacdo da atmosfera interna pela queima de vela, com consumo parcial de O, e
liberagdao de CO,, de modo a proporcionar a condicdo de microaerofilia (SHAH, KHAN e
JAFFRERY, 2013; AL-HAMADANY, 2013; OKAPARA, OKOLO e UGWUANYI 2012; TORTORA,
CASE e FUNKE, 2011; BHATIA et al, 1989) necessaria para o crescimento de bactérias lacticas
(HOLT et al, 1994).

Inicialmente, a cultura de L. delbrueckii subsp. delbrueckii, proveniente do banco de
cepas, foi ativada e propagada, para obtencdo de massa suficiente de células para estoque e
uso em diferentes ensaios. Para tanto, o material liofilizado na ampola de vidro foi
assepticamente reidratado com cerca de 0,2 mL do meio MRS e, em seguida, transferido
para tubo de ensaio contendo 5 mL do mesmo meio (Figura 5.1-A), que foi mantido a 37°C,
em atmosfera de microaerofilia, como ja citado (Figura 5.1-B). Apds incubacgdo por 48 h e
constatada a turvacdo do meio (Figura 5.1-C), e garantida sua pureza (técnica de coloracao
diferencial de Gram), foi realizada a etapa de propagacdo que consistiu nas inocula¢des (10%
v/v) consecutivas em novos meios MRS (Figura 5.1-D).

Apds o crescimento celular, este cultivo foi distribuido em tubos Falcon de 50 mL de
capacidade, na medida de aproximadamente 35 mlL, e centrifugado sob refrigeracao
(Thermo Scientific — Haraeus Megafuge 16R) a 4°C, aproximadamente 8.000 x g, por 15
minutos (AGUIRRE, GARRO e GIORI, 2008; DI CAGNO et al, 2002) para precipitacdo das
células (Figura 5.1-E). O sobrenadante limpido foi descartado e a biomassa celular
depositada ressuspendida em glicerol (20% v/v), utilizado como agente crioprotetor
(MOSLEHISHAD et al, 2013; KIRILOV et al, 2009; KABADJOVA-HRISTOVA et al, 2006). A
suspensdo de células foi homogeneizada e distribuida em frascos Eppendorf estéreis, na
quantidade de 1 mL por frasco (Figura 5.1-F), e congelada em freezer doméstico a -20°C.
Dessa maneira, foram obtidas culturas estoque e lotes semelhantes para uso em cada

inoculacdo.
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Figura 5.1: Etapas de ativagao, propagacao e conservagao da cultura INCQS383
(A): meio MRS estéril; (B) estufa selada para incubagdo em atmosfera de microaerofilia gerada pela queima de
velas; (C) meio MRS turvo, indicativo do crescimento celular; (D) tubos Falcon com cultivo de 24 h; (E) tubos
Falcon mostrando sobrenadante limpido e células depositadas apds centrifugagdo; (F) frascos Eppendorf
usados para congelamento da cultura.

As culturas de L. casei (comercial 4) e L. paracasei (comercial 5), obtidas a partir de
leites fermentados comerciais, foram repicadas (0,5 mL) em caldo MRS (10 mL) e crescidas
por 12 horas a 37°C e atmosfera de microaerofilia. O procedimento foi repetido por 3 vezes
até que a cultura estivesse melhor aclimatada ao novo meio. As demais culturas comerciais,
liofilizadas, foram adquiridas em quantidades suficientes para utilizacdo ao longo do estudo,
de modo a utilizar células de um mesmo lote.

Durante todas as etapas de ativacdo e propagacdo, a morfologia dos micro-
organismos e a auséncia de contaminacdo do cultivo foram avaliadas por observacdo ao
microscopio de preparagbes coradas segundo a técnica de coloragdo diferencial de Gram
(LOCQUIN e LANGERON, 1983; WISTREICH e LECHTMAN, 1980). A Figura 5.2 apresenta a

morfologia microscdpica das culturas empregadas neste estudo.
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Figura 5.2: Morfologia microscépica das culturas coradas pela técnica de Gram (aumento 1000 x)
(A) L. delbrueckii subsp. delbrueckii; (B) comercial 1 — L. acidophilus; (C) comercial 2 — L. acidophilus, B. animalis
subsp. lactis, S. thermophilus; (D) comercial 3 - S. thermophilus e L. bulgaricus; (E) comercial 4 — L. casei; (F)
comercial 5 — L. paracasei.

5.2.3 Desenvolvimento Experimental

5.2.3.1 Pré-selecdo de bactérias lacticas para avaliacdo da atividade proteolitica

Nesta etapa, foi realizada uma pré-selecao de duas culturas de bactérias lacticas, entre
as 6 escolhidas para o estudo (Item 5.2.1). Inicialmente foi avaliada a atividade proteolitica
do extrato bruto obtido a partir da centrifugacdo de cultivo das diferentes bactérias lacticas
em caldo MRS. O cultivo com 16 h foi centrifugado (8.000 x g, 15 min., 4°C) e filtrado em
membrana de microfiltracdo de poro 0,22 um, sendo obtido um extrato enzimatico bruto,
extracelular (TERZIC-VIDOJEVIC et al, 2014; GEREZ et al, 2012; GONZALEZ et al, 2010; Di
CAGNO et al, 2003; WILLIAMS, NOBLE E BANKS, 2001; GOBETTI et al, 1999). O extrato assim
obtido foi submetido a determinacdo de sua atividade pelo método da azocaseina (CHARNEY

e TOMARELLI, 1947).

Em segunda etapa, o cultivo foi feito em caldo MRS modificado (modificagao prépria). A
formulacdo deste meio se deu a partir da determinacao do teor de nitrogénio total no meio
MRS em pd. O meio preparado teve suas fontes tradicionais de nitrogénio (peptona, extrato
de carne e extrato de levedura) substituidas por caseina, como Unica fonte de nitrogénio,

considerando-se o fator de conversdo de nitrogénio total da caseina em proteina de 6,38
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(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). As culturas de bactérias lacticas foram inoculadas no meio
MRS modificado mantida a 37°C para atividade microbiana. A atividade proteolitica foi
observada pela intensidade de formacdo de codgulo proteico, devido a reducdo do pH do
meio até o ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6), decorrente da liberagdo de acido lactico

como produto do metabolismo celular (TAMIME, 2006).

5.2.3.2 Perfis de crescimento e determinacdo da atividade proteolitica das culturas lacticas

pré-selecionadas

Depois de selecionadas duas culturas com indicativo de maior atividade, um terceiro
teste foi realizado, em placas de Petri contendo meio 4gar proteico. Para tanto, foi
necessario delinear os perfis de crescimento das duas culturas previamente selecionadas
(Item 5.2.3.1), para delimitacdo das fases de crescimento. As culturas estoque foram
descongeladas (linhagem INCQS 383) ou reidratadas (cultivo liofilizado) e transferidas para
frascos Erlenmeyers contendo caldo MRS. O material foi incubado a 37°C em estufa, em
condicBes de microaerofilia (Figura 5.1-B), conforme anteriormente mencionado (ltem 5.2.).
Para delineamento do perfil do crescimento microbiano foi determinada a turvacao do meio
a cada hora, como resultado da multiplicacdo celular, em espectrofotometro (HACH DR500),
tendo como branco da analise o meio MRS estéril. Inicialmente, foi realizada a varredura de
comprimento de onda de cada cultivo, estabelecendo-se o ponto de maxima absorgao.

Para determinacdo dos parametros de crescimento (taxa especifica de crescimento,
U, e tempo de geracgdo, tg na fase exponencial), as curvas de crescimento foram tracadas em
escala logaritmica, de forma a evidenciar o perfil linear da fase exponencial. Definida a fase
exponencial do crescimento, os pontos foram linearizados pela utilizagdo da operacao
inversa (logaritmo neperiano, In) e o valor de p foi definido como o coeficiente linear da
reta. O tempo tg, que corresponde ao tempo necessario para duplicacdao da massa celular,
foi obtido pela relacdo tg = (In 2)/ u (SCHMIDELL et al, 2001).

Em um segundo ensaio, apds determinados os perfis de cada crescimento, amostras
de cada cultura foram utilizadas para determinacdo da absorvancia, da massa seca (105°C
até massa constante) permitindo a obtencdo de rela¢des entre os métodos de quantificacao

celular.
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O teste de atividade proteolitica se deu em placas de Petri contendo meio dgar, com
leite desnatado (1%) e caseina (0,1%) (determinacdo da atividade caseolitica). Cada cultivo,
em plena fase exponencial, foi inoculado (10 puL) no centro das placas contendo os meios
solidificados. Apds 48 h de incubacdo a 37°C, foram feitas medicdes do tamanho da col6nia e
do halo de degradagdo no meio ao seu redor (YELMETTY et al, 2014; ALFONZO et al, 2013;
MOSLEHISHAD et al, 2013; CARPINE et al, 2010; KABADJOVA-HRISTOVA et al, 2006; MOULAY
et al, 2006).

Considerando os contornos irregulares do crescimento celular e da degradagao proteica,
as determinacdes das areas da colonia e do halo, para cada cultura, foram realizadas a partir
da medicdao das massas de papel oficio, de gramatura estimada (valor médio de 0,07596
g/cm?), correspondentes aos respectivos formatos, desenhados e recortados manualmente
(procedimento modificado pelo autor deste trabalho). As massas foram definidas em

balanga analitica ao décimo de miligrama.

Com base nos dados obtidos, foram calculados os seguintes parametros:
e Massa do papel (colénia + halo) — MPCH (g);
e Area total (Colénia + halo) — AT (cm?) = gramatura do papel / MPCH;
e Massa do papel (colénia) — MPC (g);
e Area do halo— AH (cm?) = gramatura do papel / (MPCH — MPC);

Ademais, foi determinada a massa seca de células inoculadas ao centro da placa, para
que determinar a relacdo entre a quantidade de células inicialmente presente e a
degradacdo no meio. A avaliacdo da atividade proteolitica foi feita com base na relacdo area
do halo / concentragdo celular inicial (AH/CC), sendo CC em mg/mL. Adicionalmente, foram
medidas as distancias médias entre as bordas da col6nia e do halo de degradacdo com

auxilio de um paquimetro, para dar suporte a analise.
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5.2.3.3 Curva padrdo da absorvancia x massa seca para quantificacao celular

A cultura lactica de melhor atividade proteolitica, determinada no Item 5.2.3.2, teve
sua massa de células secas relacionada a densidade dptica do meio. Para tanto, a cultura foi
cultivada em caldo MRS até que a fase estaciondria fosse atingida, quando, entdo, amostras
foram retiradas e diluidas 2, 5, 10 e 20 vezes. As amostras diluidas tiveram determinadas a
sua absorvancia (480 nm) e sua massa seca (em balanca de infra- vermelho). A correlagado foi
feita pela construcdo de uma curva padrao. O espectro foi zerado a cada leitura com o meio

MRS estéril devidamente diluido.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Pré-selecdo de bactérias lacticas para avaliagao da atividade proteolitica

O extrato bruto obtido a partir da centrifugacao dos cultivos de bactérias lacticas em
caldo MRS ndo apresentou atividade proteolitica. Este resultado também foi encontrado por
dois trabalhos da literatura (Di CAGNO et al, 2003; GOBETTI et al, 1999), embora outros
autores tenham determinado a atividade de proteases em procedimentos semelhantes
(TERZIC-VIDOJEVIC et al, 2014; GONZALEZ et al, 2010; DONKOR et al, 2007). O caldo MRS é
um meio nobre, préprio para ativacao e cultivo de bactérias lacticas, disponibilizando todas
as fontes necessdrias para sua atividade, ndo exigindo a producdo de enzimas proteoliticas
extracelulares. Diversos outros autores que avaliaram a atividade proteolitica de extratos
brutos obtidos a partir do cultivo de bactérias lacticas utilizaram meios com fontes
complexas de proteinas, como leite, leite desnatado, soro de leite, meio caseina, triptona de
caseina, etc. (PESCUMA et al, 2008; IKRAM-UL-HAQ e MUKHTAR, 2006; El SODA et al, 2003;
SHINATA e SHAH, 2000; DAKO et al, 1995).

A Figura 5.4 apresenta os cultivos em meio MRS modificado (por adi¢do de caseina),
cujos valores de pH foram medidos, estando todos entre 4,4 e 4,5. Nao foi observado
crescimento para a cultura comercial 2, contendo L. acidophilus, B. animalis subsp. lactis e S.
thermophilus, e, por isso, nao foi apresentada sua ilustracao na figura. Conhecidamente, as
culturas lacticas probidticas possuem baixa atividade proteolitica (SAVIJOKI, INGMER e
VARMANEN, 2006; SHINATA e SHAH, 2000; LAW e HAANDRIKMAN, 1995). Por conseguinte,
as culturas lacticas probidticas disponiveis no mercado, em geral, sdo adicionadas de
culturas tradicionais, ou starters (como S. thermophilus e L. bulgaricus) para aumentar a
eficiéncia da fermentacdao lactica. No caso da cultura comercial 2, houve adicao de S.
thermophilus que em comparacao com L. bulgaricus apresenta baixa atividade proteolitica
(WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006; TAMIME e ROBINSON, 2000; BEHMER, 1999).

A cultura comercial 3, que apresenta o cultivo misto de bactérias lacticas tradicionais
da producdo de iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus) apresentou baixo crescimento no
meio (quase ndo perceptivel ao olho), possivelmente devido a escassez de aminoacidos,
essenciais para o desenvolvimento das bactérias lacticas. Este resultado indica a baixa
atividade proteolitica desta cultura microbiana mista, e o cultivo ndo foi apresentado na

Figura 5.4.
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Para os demais cultivos, observou-se uma intensa formagdo de coagulo, visivel, para
as culturas comercial 4 (L. casei) e comercial 5 (L. paracasei). Este resultado pode indicar a
presenca de atividade proteolitica capaz de degradar a caseina na quantidade suficiente
para que houvesse atividade celular e consequente redu¢ao do pH do meio, ocasionando a
coagulacdo proteica. Contudo, tal atividade nao foi suficiente para degradar a grande parte
das moléculas de proteinas, evitando sua coagulagao ao ser atingido seu ponto isoelétrico
(pH 4,6).

O cultivo de L. acidophilus apresentou codgulo de baixa consisténcia (por observagdo
visual), enquanto que o cultivo da linhagem L. delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383
permaneceu praticamente liquefeito, com a formacdo de um codgulo muito fraco. Estes
resultados, por sua vez, indicam a que a atividade proteolitica extracelular foi mais intensa
gue para os demais cultivos, sendo suficientes para degradacdo de grande parte da caseina

presente no meio, evitando sua coagula¢ao com a reduc¢ao do pH.

Figura 5.4: Cultivo das bactérias lacticas em meio MRS modificado por adi¢do de caseina como fonte Unica de
nitrogénio. La: L. acidophilus (comercial 1), Lc: L. casei (comercial 4), Lp: L. paracasei (comercial 5), Ld: L.
delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383.
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5.3.2 Perfis de crescimento e determina¢ao da atividade proteolitica das culturas lacticas

pré-selecionadas

Para a realizacdo do teste em placa de Petri, foram utilizadas as culturas de L.
acidophilus (comercial 1) e de L. delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383, por terem
apresentado os melhores resultados no teste anterior (Iltem 5.3.1), quando cultivadas em
caldo MRS modificado. Os perfis do crescimento destas culturas em caldo MRS,
determinados pela medida das absorvancias (480 nm) em intervalos de 1 h até atingir a fase

estaciondria, sdo mostrados na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Curvas de crescimento dos cultivos de bactérias lacticas dada pela determinacdo da absorvancia do
meio em fungdo do tempo. X é a concentragdo celular indicada em Abs. (A): comercial 1: L. acidophilus; (B) L.
delbrueckii subsp. delbrueckii.

Analisando a figura, observa-se a existéncia de fase lag (também denominada fase de
adaptacdo) para as culturas testadas; resultado esperado tendo em vista que foram
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utilizadas como indculo culturas liofilizadas ou congeladas, ou seja, em estado de laténcia.
Porém, o tempo de duragdo desta fase variou em fungao da cultura empregada, sendo o
maior periodo (aproximadamente 15 h) observado para a linhagem INCQS 383, que foi
preservada por congelamento. A cultura comercial, liofilizada, apresentou crescimento a
partir de 2 h apds inoculagdo, aproximadamente. Em cultivos consecutivos (dados nao
apresentados), nao foi observada fase de adaptagao para nenhuma das culturas.

Em face ao prolongado periodo de adaptacdo, a linhagem INCQS 383 apresentou valor
maximo de crescimento somente depois de decorridas 24 h, enquanto que, para a cultura
comercial 1 (L. acidophilus), a fase estaciondria foi atingida em tempo menor, de
aproximadamente 7 h.

Os maiores tempos de duragao da fase lag e de crescimento microbiano, observados
para a linhagem INCQS 383, podem ser associados ao método de conservagao
(congelamento a -20°C). Sabe-se que esta pratica resulta em elevada mortandade devido a
formacdo de cristais e aumento da concentracdo de soluto, ambos relacionados a taxa de
congelamento (HUNTER-CEVERA e BELT, 1996). Adicionalmente, o processo de
descongelamento também pode promover perda de viabilidade das células, pelo mesmo
motivo de formacdo de cristais. Ja o material de origem comercial, disponibilizado na forma
liofilizada, é preparado de acordo com metodologia bem estabelecida, além de conter
elevada concentracdo celular para compensacdo das perdas e de ndo precisar de ser
descongelado, apenas reidratado.

Observa-se que a linhagem INCQS 383 apresentou a menor concentracdo inicial de
biomassa (indicada pela menor absorvancia determinada no tempo zero), que pode ter
ocasionado longo tempo até que a alteracdo da turvacdo fosse detectidvel pelo
espectrofotémetro. Apesar disto, esta cultura apresentou variacdao da concentragao celular
(Aabs = 0,8) semelhante a do cultivo comercial 1.

Definida a fase exponencial de cada cultivo, foram calculados os parametros do

crescimento, indicados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Parametros cinéticos de crescimento microbiano

Cultivo* p(h)** tg(h)** Final da fase exponencial (DO4so)
Comercial 1 0,25 2,8 09-1,1
L. delbrueckii subsp. delbrueckii 0,33 2,1 0,6-0,7

*Comercial 1: L. acidophilus;** p, taxa especifica de crescimento; tg, tempo de geracao.
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Pode-se observar que os cultivos de L. delbrueckii subsp. delbrueckii (INCQS 383) e
Lactobacillus acidophilus (comercial 1) apresentaram taxas especificas de crescimento (U) e
tempos de geragao (tg) bem semelhantes. O tempo de geragao de bactérias, em geral, varia
de 0,5 a 3 h, dependendo da espécie e das condi¢Ges de cultivo (PELCZAR, REID e CHAN,
1977). Zacharof, Lovitt e Ratanapongleka (2009) determinaram valores de p variando de
022a032ht e tg (2,13 e 3,13 h) para diferentes espécies de Lactobacillus, inclusive L.
delbrueckii. Portanto, os parametros das culturas pura e comercial 1 estdo em consonancia
com a literatura. Tempos de geragao consideravelmente grandes para cultivos de bactérias
podem estar associados ao metabolismo anaerébio, como também a caracteristica fastidiosa
das bactérias lacticas (SAVIJOKI, INGMER e VARMANEN, 2006).

A Tabela 5.3 apresenta as correlagdes de massa seca de células e densidade 6ptica do
cultivo (absorvancia) ao final do crescimento. Nota-se que o cultivo de L. delbrueckii subsp.
delbrueckii apresentou a menor concentracdo de massa de células por volume de meio, em

relacdo aos demais cultivos avaliados.

Tabela 5.3: Correlagdo entre absorbancia e massa seca de células

Cultivo* D0480** Massa células (mg/mL)
Comercial 1 1,240 59,0
L. delbrueckii subsp. delbrueckii 0,630 29,0

* Comercial 1: L. acidophilus;
**Valor considerado a diluicdo feita para a leitura na faixa de confiabilidade do aparelho.

O crescimento microbiano nas placas contendo meio agar caseina foi observado pela
formacao de col6nia no meio, enquanto a atividade proteolitica (caseolitica) das bactérias foi
estabelecida em funcdo do halo de degradacao do meio sélido ao redor de cada col6nia, por
indicar a liberacdo e difusdo de enzimas extracelulares com atividade proteolitica (Figura
5.5). Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 5.4.

Entre as culturas puras avaliadas neste teste, comercial 1 — L. acidophilus, e INCQS
383 — L. delbrueckii subsp. delbrueckii, um maior crescimento foi observado para a segunda.
A Tabela 5.4 apresenta os parametros calculados para a determinacdo da atividade

proteolitica dos diferentes cultivos.
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Figura 5.5: Crescimento das bactérias lacticas em meio sélido MRS caseina.
(A) e (B): Comercial 1 — L. acidophilus; (C) e (D) L. delbrueckii subsp. delbrueckii; (E) Papéis referentes a area do
crescimento e halo de atividade proteolitica.

A cultura de L. delbrueckii subsp. delbrueckii apresentou a maior area total (colonia e
halo), maiores area e espessura média de halo em relacdo a cultura comercial.
Adicionalmente, a massa de células inoculada no meio foi menor que para esta cultura em
relacdo a cultura comercial 1, gerando uma relacdo area do halo / concentragdo celular
(AH/CC) cinco vezes maior, indicando que um menor nimero de células foi habil de produzir
a maior atividade proteolitica observada. Vale ressaltar, ainda, que L. delbrueckii subsp.
delbrueckii ndo é capaz de metabolizar lactose (GERMOND et al, 2003), a unica fonte de
carboidratos disponibilizada pelo meio contendo leite desnatado. Logo, o crescimento da
cultura pode ser atribuido ao consumo de proteinas (caseina) como fonte de carbono,

ratificando a intensa atividade proteolitica observada.
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Tabela 5.4: Parametros de avaliagdo da atividade proteolitica das culturas lacticas

Pardmetros* Cultivo**
arametros L. acidophilus L. delbrueckii subsp. delbrueckii

CC (mg/mL) 45,6 29,0

MPCH (colonia + halo) (g) 0,0300 0,1169

AT (coldnia + halo) (cm?) 0,40 1,54

MPC (colonia) (g) 0,0162 0,0688

AH (cm?) 0,18 0,63

Relagdo AT/CC (cm?/g/mL) 0,009 0,05

Relagdo AH/CC (cm?/g/mL) 0,004 0,022

Espessura média do halo (mm) 2,76 3,68

*CC: concentragdo celular; MPCH: massa do papel referente a col6nia + halo; AT: drea total do papel; MPC:
massa do papel referente a colénia; AH: area do halo;

Ha diversos trabalhos na literatura que avaliaram a atividade proteolitica de
diferentes bactérias lacticas. Moslehishad e colaboradores (2013) avaliaram a atividade
proteolitica de espécies de bactérias lacticas, avaliando a formacdo de halo em meio sdlido
de leite desnatado a partir do crescimento da cultura ou da utilizacao do extrato extracelular
do cultivo. Os autores também observaram ser maior a atividade proteolitica de L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, seguida de L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus. Vale ressaltar que nao encontraram atividade proteolitica para o extrato
extracelular obtido do crescimento com S. thermophilus.

Shinata e Shah (2000) também avaliaram a atividade proteolitica de diferentes
linhagens de culturas lacticas conhecidas como starters (S. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus) e culturas lacticas conhecidas como probidticas (L. acidophilus e
Bifidobacterium spp.), chegando a conclusdo que as primeiras apresentaram maior atividade
proteolitica, destacando-se os lactobacilos. Donkor e colaboradores (2007) também
avaliaram a atividade proteolitica de culturas starters (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus) contra culturas probidticas (L. acidophilus, Bifidobacterium spp., e L. casei),
obtendo as maiores atividades para as culturas starters (semelhantes entre si), ligeiramente
menores para as espécies de L. acidophilus e L. casei, e menores para o género
Bifidobacterium. Pescuma e colaboradores (2008) avaliaram a atividade proteolitica de
bactérias lacticas em soro de leite, obtendo maiores valores para S. thermophilus e L.

acidophilus, seguido dos L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

106



5.3.3 Curva padrao da absorvancia x massa seca

A curva padrao obtida para correlacdo entre a massa seca de células e a densidade
Optica do meio (Abs determinada em 480 nm) foi obtida para o cultivo de L. delbrueckii
subsp. delbrueckii em caldo MRS, uma vez que esta cultura foi selecionada como cultura
lactica de maior atividade proteolitica (Iltem 5.3.2). A Figura 5.6 apresenta a correlagdo
satisfatdria (R? = 0,99), que foi utilizada para todos os demais capitulos em que este cultivo

foi empregado como inéculo para fermentacao.
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Figura 5.6: Curva padrao da Abs x massa seca para o cultivo de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
(INCQS383) em caldo MRS.
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5.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

e Nenhuma das seis culturas pré-selecionadas apresentou atividade proteolitica
extracelular quando cultivadas em caldo MRS;

e As culturas mistas de origem comercial ndo apresentaram crescimento (L.
acidophilus, B. animalis subsp. lactis e S. thermophilus) ou baixo crescimento (S.
thermophilus e L. bulgaricus) quando cultivadas em caldo MRS caseina
(modificagdo proépria);

e As culturas de L. casei e L. paracasei promoveram intensa formacdo de coagulo
no meio MRS caseina, indicando baixa atividade proteolitica, apesar do
crescimento;

e As culturas de L. acidophilus e L. delbrueckii subsp. delbrueckii, foram
selecionadas para o teste de atividade proteolitica em meio sélido, por terem
apresentado os melhores resultados no cultivo em caldo MRS caseina;

e No teste de atividade proteolitica, a cultura de L. delbrueckii subsp. delbrueckii
apresentou maior crescimento e maior halo de degrada¢ao, mesmo partindo de
menor massa inicial de células, indicativo da liberacdo de proteases

extracelulares em maior proporcao.

Tais resultados, somados aos dados revisados da literatura, motivaram a utilizacdo da

cultura de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii para continuidade deste trabalho, que

contempla a fermentacdo lactica dos residuos cervejeiros.
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Capitulo 6

Comportamento da bactéria lactica nos residuos cervejeiros

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento da linhagem de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
INCQS 383 em diferentes meios formulados a partir dos residuos cervejeiros, em
funcdo da acidez tituldvel e da atividade proteolitica nos meios;

Modelar os resultados para obtencao de superficies de respostas referentes a acidez,
a produtividade de acidez e a atividade proteolitica com base em um planejamento

experimental de misturas.
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6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1 Micro-organismo

Cultura lactica de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383, previamente
selecionada em funcdo de sua elevada atividade proteolitica (Capitulo 5). Condi¢Ges de

conservacgao e de cultivo para ativagao ja foram descritos anteriormente (Item 5.2.2).

6.2.2 Residuos cervejeiros

Para elaboragdo dos meios de fermentacdao, foram utilizados trés residuos
cervejeiros, bagaco de malte, trub quente e levedura residual cervejeira, cuja procedéncia,

tratamento, caracterizacdo e armazenamento ja foram descritos no Capitulo 4.

6.2.3 Fermentagao lactica dos residuos

6.2.3.1 Planejamento experimental e formulagao dos meios

O comportamento da bactéria lactica nos residuos cervejeiros brutos foi avaliado a
partir de um planejamento experimental de misturas para trés componentes (CORNELL,
1990), que visou a modelagem da atividade microbiana em funcdo da composi¢cdo do meio
elaborado. Tendo em vista a vasta literatura sobre a utilizacdo de bactérias lacticas em
bioprocessos da plataforma quimica ou de alimentos, os parametros da fermenta¢ao, como
pH e temperatura ja sdo bem definidos, e, portanto, ndo foram objeto deste estudo.

Para avaliacdo das respostas, foi utilizado o modelo cubico reduzido representado

pela equacado:

¥ =by X +0,X, + b5 Xy + b, X X, +BraX, X, + 05X, X, 05X X, X, (Equagdo 6.1)
Onde:
y é a resposta medida;
X1, X2 € X3 S30 0S trés componentes;
b,, b, e b3 sdo os coeficientes de cada componente x4, X, € X3, respectivamente;

b1,, b1s, bys, b1y3 sd0 0s coeficientes referentes as interagées entre os componentes.
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Os componentes, denotados por x;, foram definidos como x; (BM), x, (TQ) e x3 (LRC) e
as quantidades adicionadas foram definidas em fungao do teor proteico bruto presente no
meio, em cada formulac¢do. As respostas quantitativas observadas foram a acidez gerada no
meio (expressa em dacido lactico), a produtividade de acidez (calculada) e a atividade
proteolitica do extrato bruto obtido.

Os meios foram preparados de forma a ser atingida a concentragdo de 4% (m/v) de
proteinas totais, semelhante ao conteudo de proteinas encontrado no leite (CHANDAN et al,
2006; WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006; TAMIME, 2006), meio no qual as bactérias
l[acticas apresentam bom desenvolvimento, atendendo a reconhecida caracteristica de
exigéncia nutricional deste grupo microbiano (PANESAR, et al, 2007; KANDLER e WEISS,
1986). Ademais, em seis artigos encontrados na literatura, nos quais os autores avaliaram a
atividade proteolitica de diferentes culturas lacticas atuando em diferentes matérias-primas,
os teores de proteinas nos meios de fermentagdo variaram entre 1 e 7% (KIRILOV et al, 2009;
ROZADA-SANCHEZ et al, 2008; AGUIRRE, GARRO e GIORI, 2008; CAGNO et al, 2002; CHIN e
INGLEDEW, 1994; ABASIEKONG, 1991), corroborando para a escolha da concentracao de 4%,
como valor médio,

A Tabela 6.1 apresenta a formulacao dos meios de cada experimento levando em
consideracdo o teor proteico de cada residuo (resultado discutido no Capitulo 4), em 200 mL
de meio reacional, volume utilizado em cada ensaio. A sigla PMFL foi utilizada para denotar
“planejamento de misturas para fermentacdo lactica”. Note-se que todos os meios
correspondentes a qualquer um dos experimentos apresentaram teor fixo de proteinas,
variando apenas a fonte destas (residuo ou mistura de residuos). Além do conteldo
proteico, a composicdo de cada meio foi calculada em funcdo da composicao dos residuos
cervejeiros (determinada no Capitulo 4) e da massa de residuo adicionada e é indicada na
Tabela 6.2.

Os experimentos E1 PMFL, E2 PMFL e E3 PMFL correspondem aos meios formulados
com apenas um tipo de residuo como fonte proteica, bagaco de malte (BM), trub quente
(TQ) e levedura residual cervejeira (LRC), respectivamente. Os experimentos E4 PMFL, E5
PMFL e E6 PMFL representam os meios formulados com 2 residuos diferentes, onde cada
um fornece 50% do teor de proteinas. O experimento de E7 PMFL apresenta a interacdo

entre os trés residuos, no qual cada residuo fornece 33% do teor proteico total.
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Tabela 6.1: Formulagdo dos meios dos experimentos do planejamento experimental de mistura, para
concentracgao final de 4% de proteinas em 200 mL de meio

Experimento’ M () Tl LRC (x3)
% P Massa (g) % P Massa (g) %P Massa (g)
E1 PMFL 100 29,6 0 - 0 -
E2 PMFL 0 - 100 16,4 0 -
E3 PMFL 0 - 0 - 100 15,2
E4 PMFL 50 14,8 50 8,4 0 -
E5 PMFL 50 14,8 0 - 50 7,6
E6 PMFL 0 - 50 8,4 50 7,6
E7 PMFL 33 10 33 5,6 33 5,0

*PMFL — Planejamento de misturas para fermentagdo lactica;
**9%P — percentual de participacdo no fornecimento de proteinas ao meio.

Tabela 6.2: Composicao dos meios do planejamento experimental de misturas calculada em fung¢do da
composi¢do determinada para cada residuo

Experimentos

P
Composicdo ELPMFL E2PMFL E3 PMFL E4 PMFL E5 PMFL E6 PMFL E7 PMFL

Cinzas (%) 0,56 0,16 0,45 0,37 0,51 0,31 0,39
TOC (%) 7,74 4,14 3,47 5,99 5,60 3,85 5,17
ARs (%) 0,10 1,64 0,10 0,89 0,10 0,89 0,63
Ns (%) 0,05 0,01 0,19 0,03 0,12 0,10 0,09
Ps (%) 0,34 0,07 1,11 0,21 0,73 0,59 0,51
FANs (mg/100 mL) 5,33 1,80 31,08 3,59 18,21 16,47 12,64

*TOC: carbono organico total; ARs: agucar redutor soltvel; Ns: nitrogénio soltvel; Ps: proteina bruta soltvel;
FANs: amino &cidos (free amino nitrogen) da fragdo soluvel, expressos em glicina.

6.2.3.2 Fermentacao e determinac¢des analiticas

As fermentagdes com os residuos industriais foram realizadas em escala de bancada,
utilizando frascos Erlenmeyers de vidro de 500 mL de capacidade, devidamente tampados
com material hidrofébico (Figura 6.1). Os meios formulados foram submetidos a
autoclavagem (0,5 atm., 111°C/20 min.) e o valor de pH aferido para 6,5 com NaOH 1N, valor
definido pela colecdo de culturas (INCQS) para ativacdo e propagacao desta cultura lactica, e
préximo, também, ao pH do leite, cujo pH médio é 6,6 (EMBRAPA, S/D). Conforme ensaios

anteriores, os meios foram testados quanto a sua esterilidade (Item 5.2.2).

Para os ensaios de fermentacdo, os meios foram inoculados, assepticamente, com 10%
v/v da cultura lactica na fase exponencial do crescimento em meio MRS. Neste ponto, foi

determinada uma absorbancia (480 nm) de 0,394, correspondente a massa seca de 22,2
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mg/mL, conforme correlagdo indicada na Figura 5.6. Os cultivos foram incubados, em shaker
rotacional (Cientec CT712RN), com a temperatura controlada em 37°C e agitacdo em 100

rpm, apenas para manter a homogeneizac¢dao do meio (Figura 6.1).

Figura 6.1: Frascos Erlenmeyers para fermenta¢do em shaker rotacional.

Nos tempos zero, 3, 6, 12, 18 e 24 horas, amostras foram retiradas para determinacgao
da acidez tituldvel com NaOH 0,1 M, utilizando fenolftaleina como indicador, sendo os
resultados expressos em 4cido lactico. Em tempos estratégicos de 6, 12 e 18 horas, foram
retiradas amostras, cujas fracdes solida e liquida foram separadas por centrifugacdo sob
refrigeracdo (centrifuga HERMILE, Z400, aproximadamente 2500 g, 15 min., 4°C). Da fracdao
liquida obtida, denominada por extrato bruto, foram determinados os valores da atividade
proteolitica pelo método da azocaseina (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). Adicionalmente, foi
determinado o pH (medicdo direta em pHmetro PHTEK, modelo PHS-3B) para o tempo final
de fermentacao.

Os resultados obtidos, a acidez (expressa em acido lactico), a produtividade de acidez
(Qp) e a atividade proteolitica (Ap), foram avaliados estatisticamente através da construcdo
de modelos matematicos (Equacdo 6.1) e de superficies de resposta, de andlises de variancia
(ANOVA) e do teste de Tukey, de comparacdao de médias, quando necessario. De forma a
facilitar a explanacdo dos resultados e discussdo, os mesmos foram divididos em duas

subsecdes, Acidez e Atividade Proteolitica, na se¢do seguinte.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Acidez

Foram obtidos os perfis cinéticos da evolu¢do da acidez titulavel (expressa em
concentracdo de acido lactico) para os sete experimentos do planejamento de misturas,

demonstrados na Figura 6.2, a seguir.
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Figura 6.2: Perfis de evolugdo da acidez (A) e do pH (B) durante a fermentagdo lactica dos meios elaborados a

partir dos residuos cervejeiros
( ¢ E1PMFL(BM) ME2PMFL(TQ) A E3PMFL(LRC) X E4PMFL(BM+TQ) + E5PMFL(BM+LRC) ®E6 PMFL (TQ+LRC) + E7 PMFL (BM+TQ+LRC) )

Os perfis obtidos representam a atividade das bactérias lacticas que liberam acido
lactico como produto do metabolismo primario, associado ao crescimento microbiano,
promovendo elevacdo da acidez do meio (MARTINEZ et al, 2013; TEUSINK, BACHMANN e
MOLENAAR, 2011). Para um estudo inicial, de avaliacdo do potencial dos residuos para a
atividade das bactérias lacticas, o uso da acidez, expressa em acido lactico, é apropriado,
uma vez que a espécie utilizada, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ¢é
homofermentativa obrigatdria, quando mais de 85% dos produtos gerados correspondem ao
acido lactico (GERMOND et al, 2003), podendo este produto ser associado ao crescimento
celular.

E possivel observar na Figura 6.2 que, para todas as formulacdes de meio, a fase lag

para adaptacao ao novo meio nao foi observada ou foi muito curta, ndo sendo percebida no
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intervalo de 3 horas. A cultura de bactéria lactica para inoculacao foi proveniente do cultivo
em crescimento exponencial em um meio rico (meio MRS para lactobacilos). Tal resultado
indica que os residuos cervejeiros apresentam potencial para elaboracdo de meios para
cultivo destes micro-organismos, reconhecidamente exigentes de fatores nutricionais
(PANESAR, et al, 2007; KANDLER e WEISS, 1986).

Para a maioria dos ensaios, observa-se que é possivel dividir o intervalo de
fermentacdo em trés fases, conforme representado na Figura 6.2. A Fase 1, até o ponto 6
horas aproximadamente, com intensa atividade microbiana, caracterizada pela acentuada
inclinacdo dos pontos indicadores de acidez. A Fase 2, onde a atividade das bactérias é
ligeiramente diminuida, em relacdo a Fase 1, indicando uma desaceleracdo da atividade
microbiana; e a Fase 3, entre os tempos 18 e 24 horas, que pode caracterizar a fase
estaciondria devido ao plato observado. Esta ultima fase pode ter sido rapidamente atingida
por diversos fatores, inclusive devido a rdpida atividade microbiana e pela rapida escassez de
fontes disponiveis de carbono e energia.

Foram calculadas as taxas médias de formacao de produto (acidez expressa em acido
l[actico) para as fases de atividade microbiana delimitadas e identificadas por 1 e 2, nos perfis
da fermentacao indicados na Figura 6.2. Os resultados sdao apresentados na Tabela 6.3 e na

Figura 6.3.

Tabela 6.3: Taxas médias de formacdo de produto (acidez expressa em acido lactico) para as Fases 1 e 2 da
atividade microbiana

Taxa média de formacdo de produto (g/L.h)

H *
Experimento Fase 1 Fase 2
E1 PMFL (BM) 0,188 0,006
E2 PMFL (TQ) 0,085 0,011
E3 PMFL (LRC) 0,238 0,034
E4 PMFL (BM + TQ) 0,139 0,020
E5 PMFL (BM + LRC) 0,178 0,026
E6 PMFL (TQ + LRC) 0,208 0,016
E7 PMFL (BM + TQ + LRC) 0,292 0,022

*PMFL: planejamento de misturas para fermentacdo lactica; BM: bagaco de malte; TQ: trub quente; LRC:
levedura residual cervejeira;
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Figura 6.3: Taxas médias de formacdo de produto. (A) Fase 1, de 3 a 6 horas; (B) Fase 2, de 12 a 18 horas. A taxa

de formacgdo de produto corresponde ao coeficiente linear de cada reta
( #E1PMFL (BM) BE2PMFL(TQ) A E3PMFL (LRC) X E4 PMFL (BM+TQ) + ESPMFL (BM+LRC) ® E6 PMFL (TQ+LRC) + E7 PMFL[BM+TQ+LRC])

A Figura 6.3 demonstra que as retas de maiores inclina¢ées, indicativas de maior taxa
média de formacao de produto, sdo correspondentes aos experimentos E3 PMFL e E7 PMFL,
enquanto que a menor inclinacdo foi registrada para o experimento E2 PMFL. Nota-se,
ainda, que da Fase 1 para a Fase 2 ocorre reducdo das taxas médias de formacdo de produto
para todas as formulacdes de meio, ratificando a delimitacdo destas fases de atividade
microbiana. A diminuicdo menos intensa, de 7 vezes, foi observada para o experimento E3
PMFL, seguida dos experimentos E6 PMFL e E7 PMFL, 13 vezes, chegando a 30 vezes para o
experimento E1 PMFL.

116



As taxas médias de formacdo de produto (acidez) podem ser analisadas segundo o
modelo de Ludeking-Piret, expresso na Equacao 6.2, que propde a relagao entre a formacao
de produto e a taxa de crescimento celular por uma constante (a), ou com a concentracdo
celular por uma segunda constante (B). Juntamente com as fases de atividade definidas na
Figura 6.2, as taxas médias de geracdo de acido lactico confirmam que este é um produto
associado ao crescimento, ou seja, um produto do metabolismo primario. Pode-se propor,
entdo, a maior relevancia do coeficiente a em relagao ao coeficiente B da Equagdo 6.2.

Z—IZ =« (Z—f) + X (Equagdo 6.2)
Onde:

d ~
d—’;: taxa de formacao de produto;

dx .
v taxa de crescimento celular;

X: concentragao celular;
o: constante associada ao crescimento celular;

B: constante associada a concentragao celular.

Analisando os perfis de acidez obtidos (Figura 6.2), nota-se que os experimentos E3
PMFL (LRC) e E7 PMFL (BM + TQ + LRC) apresentaram o maior valor final de acidez, enquanto
gue o experimento E2 PMFL (TQ) levou a menor geracdo de acidez no meio durante a
atividade da cultura lactica. Para avaliar as diferencgas estatisticas entre os resultados obtidos
para a acidez foi realizado o teste de Tukey de comparacdo de médias, ao nivel de 5% de
significancia (Tabela 6.4), em funcdo do tempo de fermentacdo e da formulacdo do meio
(neste caso, para o tempo 24 horas). Desta maneira, é possivel determinar o momento ideal
de interromper o processo fermentativo, uma vez que nas horas posteriores ndao havera
acréscimo significativo de acidez, bem como avaliar se houve diferenca dos resultados em

funcdo da variacdo da formulacdo dos meios, ou seja, do uso dos residuos.
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Tabela 6.4: Teste de Tukey para acidez em fungdo do tempo de fermentagao e da formulagdo dos meios

Acidez  (cido lactico g/L)

Experimentos* Tempo (h)
3 6 12 15 18 24

E1 PMFL (BM) 0,37° 1,23° 1,23° 1,27° 1,31° 1,351
E2 PMFL (TQ) 0,20° 0,53° 0,57° 0,61° 0,66" 0,66
E3 PMFL (LRC) 0,53° 1,52° 1,76" 2,21° 2,50° 2,50%°
E4 PMFL (BM + TQ) 0,45° 0,82° 1,39 1,6° 1,68° 1,724
E5 PMFL (BM + LRC) 0,61° 1,02° 1,11° 1,19° 1,47° 1,52¢
E6 PMFL (TQ + LRC) 0,57° 1,27° 1,84° 1,88° 2,13¢ 2,17%°

E7 PMFL (BM + TQ +LRC)  0,86° 1,76° 2,05¢ 2,09° 2,46¢ 2,50%3

*PMFL: planejamento de misturas para fermentagdo lactica; BM: bagaco de malte; TQ: trub quente; LRC:
levedura residual cervejeira;

**Letras sobrescritas iguais na mesma linha correspondem a valores estatisticamente iguais, para 5% de
significancia;

**NUmeros sobrescritos iguais na ultima coluna (tempo 24h) correspondem a valores estatisticamente iguais,
para 5% de significancia.

Conforme observado, o teste de Tukey para acidez (Tabela 6.4) indica que para os
meios E1 PMFL e E2 PMFL o valor significativo de acidez ja é atingido no intervalo de 6 horas
de fermentacdo, indicado pelo indice ‘b’ sobrescrito para os valores de acidez a partir deste
tempo. Para os demais experimentos, este valor maximo é atingido a partir das 18 horas,
como indicado pelo mesmo indice nos tempos 18 e 24h, ‘c” ou ‘d’ a depender do
experimento analisado.

As diferencas estatisticas observadas entre os resultados de acidez das formulacdes
de meio, notada pela quantidade de indices numéricos utilizados na ultima coluna da Tabela
6.4 (7 experimentos e indices de 1 a 5), demonstram o efeito da fracdo molar de cada

residuo sobre a composicdao do meio e, consequentemente, sobre as respostas observadas.

A Tabela 6.5 apresenta os valores finais de pH determinados para cada ensaio. A
reducdo do pH resulta em diminui¢do da atividade das bactérias lacticas, por isso, na pratica
industrial de producdo de acido lactico sao utilizados agentes neutralizantes (GHAFFAR et al,
2014; MARTINEZ et al, 2013; LIMA et al, 2001a). Nesta etapa do presente trabalho, o
objetivo foi de avaliar o comportamento da bactéria lactica nos residuos cervejeiros brutos,
delineando seu perfil de atividade, de forma que ndao houve controle do pH do meio
reacional. Este fator pode ter colaborado para que a fase estaciondria (Fase 3, definida

anteriormente) tenha sido atingida precocemente nos ensaios.
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Tabela 6.5: Valores de pH ao final da fermentagdo lactica (24 h) para os diferentes meios do planejamento de
misturas

Experimentos* pH
E1 PMFL (BM) 5,2
E2 PMFL (TQ) 5,5
E3 PMFL (LRC) 5,4
E4 PMFL (BM + TQ) 5,7
E5 PMFL (BM + LRC) 5,7
E6 PMFL (TQ + LRC) 4,9

E7 PMFL (BM + TQ + LRC) 5,0
*PMFL:  planejamento de  misturas para
fermentacdo lactica; BM: bagacgo de malte; TQ: trub
quente; LRC: levedura residual cervejeira.

Observa-se que os meios contendo LRC e sem trub em sua composi¢do apresentaram
as menores quedas de pH (Tabela 6.5). Sabe-se que o residuo LRC apresenta o maior
conteudo de aminoacidos (FAN) em sua composicdo (Tabela 4.6). A escassez de fontes de
acucares fermentesciveis promove o uso das cadeias carbOnicas destes aminoacidos para
atividade microbiana e reproducdo celular. Tendo em vista a elevada relacdo C/N na
composicdao de uma célula, além da geracdo de um acido organico como produto do
metabolismo celular, o consumo de carbono é maior que o de nitrogénio, de forma que
ocorre liberagcdo de amina no meio reacional. Este composto, quando protonado, resulta na
formacdo de amoénia, que apresenta efeito neutralizante sobre o pH do meio. Esta hipdtese
é ratificada pela comparacdo dos resultados obtidos para os experimentos E3 PMFL e E7
PMFL, que obtiveram os maiores (e iguais entre si) valores de acidez, embora o pH tenha se
mantido mais elevado para o primeiro meio, cuja composicao apresentou maior teor de LRC.

Observando os resultados de taxa média de formacdo de produto (ja discutidos e
apresentados na Tabela 6.3) e do pH final (Tabela 6.5), nota-se que as maiores reducdes de
taxa de formacdo de produto entre a Fase 1 e a Fase 2 s3o observadas para os experimentos
gue apresentaram maior reducdo do pH (E1 PMFL, E6 PMFL e E7 PMFL), com excecdo dos
meios contendo LRC (E3 PMFL e E5 PMFL). Isto corrobora para as duas hipéteses ja citadas,
de que a queda do pH desfavoreceu a atividade microbiana e de que o consumo de
aminodacidos disponibilizados pelo residuo LRC pode ter promovido tamponamento do meio

reacional.
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Adicionalmente, foram calculados os valores de produtividade de acidez para cada
tempo, com resultados indicados na Figura 6.4. O teste de Tukey também foi realizado
(Tabela 6.6) e indicou que os maiores valores desta resposta foram observados ja no tempo
3 horas, indicados pelos indices ‘a’” na primeira coluna da Tabela 6.6, com exceg¢ao do
experimento E1 PMFL e E3 PMFL, cujas produtividades maximas foram determinadas em 6
horas de fermentagdao. No caso do experimento E7 PMFL, apesar da ligeira diferenca visual
observada no grafico (Figura 6.4), os valores sdo 0,287 e 0,293 para os tempos 3 e 6 horas,
respectivamente (Tabela 6.6), que se arredondados, serdo iguais a 0,29. Este resultado
ratifica as taxas de formagdo de produto (Tabela 6.3), que foram maiores para o intervalo de
tempo até 6 h de atividade microbiana, correspondente a Fase 1 previamente definida.

E possivel verificar, ainda, que para a maioria dos experimentos, apds a
produtividade mdaxima ser atingida, observou-se uma reducdo, praticamente linear, em
tempos posteriores (Figura 6.4), com excec¢do dos experimentos E2 PMFL e E4 PMFL, cujos
valores de produtividade permaneceram estatisticamente iguais até os tempos 12 e 15
horas, respectivamente. Este fato provavelmente foi decorrente da baixa disponibilidade de
fontes de agucares fermentesciveis, havendo maior consumo da quantidade disponivel nas

primeiras horas de fermentacao.
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Figura 6.4: Produtividade (expressa em acido lactico) em fungdo do tempo de fermentagéo
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Tabela 6.6: Teste de Tukey para produtividade de acidez em fung¢do do tempo de fermentacdo

Produtividade de Acidez  (acido lactico g/L.h)

Experimentos* Tempo (h)
3 6 12 15 18 24

E1 PMFL (BM) 0,12° 0,20 0,20°¢ 0,08*® 0,07°°  0,06*
E2 PMFL (TQ) 0,07**  0,09*>  0,05*° 0,04° 0,04° 0,03"°
E3 PMFL (LRC) 0,18°  0,25*%* 0,15 0,15  0,14°°  0,10%
E4 PMFL (BM + TQ) 0,15°  0,14*** 0,12*®* 0,11**° 0,09 0,07
E5 PMFL (BM + LRC) 0,20°  0,17%**  0,09° 0,08" 0,08°  0,06™**
E6 PMFL (TQ + LRC) 0,19*® 0,21*** 0,15 0,13 0,12 0,09

E7 PMFL (BM + TQ +LRC)  0,29° 0,29%1 0,17° 0,14>¢ 0,14 0,10

* PMFL: planejamento de misturas para fermentagdo lactica; BM: bagaco de malte; TQ: trub quente; LRC:
levedura residual cervejeira;

**Letras sobrescritas iguais na mesma linha correspondem a valores estatisticamente iguais, para 5% de
significancia;

**NUmeros sobrescritos iguais na segunda e na ultima coluna (tempos 6h e 24h, respectivamente)
correspondem a valores estatisticamente iguais, para 5% de significancia.

O experimento E7 PMFL, com os trés residuos presentes, apresentou a maior
produtividade durante todo o intervalo estudado, sendo, contudo, igual aos valores obtidos
para o experimento E3 PMFL, contendo apenas LRC, a partir do tempo 15 horas, como pode
ser observado pelo mesmo indice ‘1’ sobrescrito na ultima coluna da Tabela 6.6. Tal
resultado também esta de acordo com os valores finais de acidez (24 horas), que foram
maiores para estas duas formula¢ées (Tabela 6.4).

A Tabela 6.7 apresenta os valores de produtividade média final para as 24 h de
fermentacdo. Os experimentos E3 PMFL e E7 PMFL apresentaram os maiores valores para
esta resposta. O experimento E2 PMFL (contendo apenas trub em sua composicdo)
apresentou a menor produtividade média e o menor valor de acidez, embora seu valor

maximo tenha sido atingido no menor tempo (Tabela 6.4).
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Tabela 6.7: Produtividade final (expressa em acido lactico) para os diferentes meios do planejamento de

misturas
Experimentos* Qp final (8/L.h)
E1 PMFL (BM) 0,06
E2 PMFL (TQ) 0,03
E3 PMFL (LRC) 0,10
E4 PMFL (BM + TQ) 0,07
E5 PMFL (BM + LRC) 0,06
E6 PMFL (TQ + LRC) 0,09
E7 PMFL (BM + TQ + LRC) 0,10

*PMFL: planejamento de misturas para fermentagdo lactica; BM:
bagaco de malte; TQ: trub quente; LRC: levedura residual cervejeira.

Andlise estatistica dos resultados

A escolha de fatores e respostas quantitativos no desenvolvimento do planejamento
de misturas permite a construcdo de um modelo para as respostas (y), em funcdo das
fracdoes molares de cada componente como varidveis independentes (x4, X, € X3), bem como
da interacdo entre tais componentes (X1X, X1X3, XoX3 € X1X>X3). Foi construido um modelo
para os valores finais de acidez (expressa em acido lactico g/L) e, adicionalmente, para a
resposta calculada (a produtividade para o tempo 6 horas, expressa em acido lactico g/L.h).
Os modelos sdo apresentados na Tabela 6.8. As respostas medidas experimentalmente e as

previsdes de cada modelo sdo dispostas na Tabela 6.9.

Tabela 6.8: Modelos matematicos para as respostas Acidez e Produtividade para o primeiro planejamento
experimental — Planejamento de Misturas

Modelo Parametros
ida7 — X1. BM
Acidez = 1,4x1 + 0,7x2 + 2,5x3 + 2,7x1x2 —1,8x1x3 + 2,5x2x3 +16,5x1x2x3 X12' a
X3. LRC

Produtividac = 0,20x, +0,09x, + 0,25X, — 0,04X, X~ —0,23X; X5 + 0,16X- X + 3,35X; X~ X .
1 2 3 172 173 2”3 17273 Xij € Xjj: interagdes

*Comi, jekvariandode 1a3.
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Tabela 6.9: Valores de acidez e produtividade medidos experimentalmente e seus respectivos correspondentes
previstos pelos modelos

Acidez (acido lactico g/L) — 24h

Experimento*

Respostas (Medidas) Previsdo (Modelo)

E1 PMFL 1,40 1,40

E2 PMFL 0,70 0,70

E3 PMFL 2,50 2,50

E4 PMFL 1,72 1,72

E5 PMFL 1,52 1,52

E6 PMFL 2,17 2,17

E7 PMFL 2,50 2,50

Experimento’ Produtividade (acido lactico g/L.h) — 6h

Respostas (Medidas) Previsdao (Modelo)

E1 PMFL 0,20 0,21

E2 PMFL 0,09 0,09

E3 PMFL 0,25 0,25

E4 PMFL 0,14 0,14

E5 PMFL 0,17 0,17

E6 PMFL 0,21 0,21

E7 PMFL 0,29 0,29

*PMFL — Planejamento de misturas para fermentagao lactica

Por serem modelos de misturas, suas varidveis (componentes) ndo sdo
independentes, tendo em vista que a fracdo molar total devera ser sempre 1. Quando uma
varidvel é alterada, pelo menos uma das outras duas também devera ser, de forma a
cumprir este requisito. Deste modo, ndo é possivel afirmar que a magnitude do valor de
cada coeficiente represente seguramente a sua influéncia sobre a resposta medida, contudo,
é possivel observar que os sinais, positivo (+) ou negativo (-), indicam aumento ou reducao
dos valores esperados, respectivamente.

Observa-se que os modelos calculados apresentam bom ajuste, tanto para acidez
quanto para a produtividade, da drea estudada, uma vez que os valores previstos sao
semelhantes aos valores determinados experimentalmente. A partir dos modelos gerados,

foi possivel construir superficies de respostas, indicadas nas Figuras 6.5 e 6.6.
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Figura 6.5: Superficie de resposta para a acidez (expressa em 4acido lactico) do extrato fermentado bruto.
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Figura 6.6: Superficie de resposta para a produtividade (expressa em 4acido lactico) do extrato fermentado
bruto.

De um modo geral, a partir dos resultados experimentais obtidos, é possivel observar
que a presencga de LRC teve efeito positivo sobre a geragdo de acidez no meio e o aumento
da produtividade, conforme observado nos experimentos E3 PMFL, E5 PMFL, E6 PMFL e E7

PMFL, que contém este residuo e estdo sempre entre os maiores resultados determinados
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para estas respostas (Tabelas 6.4 e 6.6). Esta tendéncia é corroborada pelo sinal (+) do
coeficiente bs, no modelo calculado (Tabela 6.8) e pela observagdo das superficies de
resposta construidas (Figuras 6.5 e 6.6).

Observando as superficies de resposta para acidez (Figura 6.5) e para a produtividade
(Figura 6.6), nota-se a grande semelhanca entre os perfis tracados. Estas superficies indicam
que as regides de maximo de acidez e produtividade (regido de cor laranja) estdo localizadas
mais a parte superior e esquerda, correspondentes aos mais baixos valores de TQ e BM
(eixos escolhidos para representagao grafica). Consequentemente, como as varidveis sao
dependentes entre si, isto acarreta que a presen¢a de LRC é importante para manter os
resultados esperados na faixa étima. Observa-se ainda, que as melhores respostas podem
ser alcangadas pela combinagdo dos trés residuos (como no experimento E7 PMFL), ou pelo
uso de LRC isoladamente (como no experimento E3 PMFL).

Pelo contrdrio, o trub quente, quando componente Unico de formulacdo do meio,
apresentou os menores resultados para as respostas medidas (Tabelas 6.4 e 6.6). Conforme
ja discutido no Capitulo 4, o trub quente apresentou o menor teor de proteinas (0,88%),
aminodcidos (0,22 mg/g) e minerais (2%) na fragdo soluvel, embora tenha em sua
composicao elevado teor de nitrogénio total (8%) e carbono organico total (50%). Dessa
maneira, os meios formulados contendo este residuo apresentaram ligeira reducdo de
componentes soluveis e disponiveis em relacdo aos demais, fato ja observado na Tabela 6.2.
Tal fator pode ter contribuido para a baixa atividade microbiana.

Adicionalmente, vale ressaltar que o trub contém uma série de resinas provenientes
do lupulo. Parte da fragdo de a-acidos do lapulo, responsavel pelo caracteristico amargor da
cerveja, é isomerizada e solubilizada no mosto cervejeiro durante a coc¢do. Contudo, a
eficiéncia desta isomerizagao é baixa, em torno de 30%, de forma que grande parte desta
fracdo se insolubiliza e precipita junto ao trub quente. Conhecidamente, estes compostos
apresentam caracteristicas bacteriostaticas (HORNSEY, 1999; HAUNOLD e NICKERSON,
1993), que podem ter tido efeito inibitério sobre a atividade dos lactobacilos durante a
fermentacdo lactica dos meios que contém este residuo em excesso.

Contudo, se o trub for adicionado de outros componentes, seu efeito pode ser
positivo sobre a geracdo de acidez no meio, como observado pelos coeficientes com sinal

positivo das interacdes x1x, (BM e TQ), x,x3 (TQ e LRC) e x1x,x3 (BM, TQ e LRC) do modelo

126



referente a esta resposta (Tabela 6.8). Observando as superficies de resposta (Figuras 6.5 e
6.6), nota-se que para até certo valor de fracao molar do trub quente ainda pode ser obtido
o maximo de acidez e produtividade, contudo, quando aumentado em relacdao aos demais
residuos, as respostas diminuem, ratificando a hipdétese de que o excesso de trub teve efeito

contrdrio a producdo de acidez no meio.

A utilizacdo dos trés residuos para producdo de acido lactico torna-se mais atraente
que a utilizagdo apenas de LRC, uma vez que este Ultimo ja apresenta destinos mais nobres,
como obtencdo de extratos de levedura, suplementos vitaminicos e minerais, e, como serd
visto adiante, potencial para obtencdo de extratos proteoliticos por fermentacdo. Ademais,
o bagaco de malte e a levedura residual tém em sua composicdo maior teor de proteinas e
aminodcidos livres (discutido no Capitulo 4), além de uma série de vitaminas (PRIEST e
STEWART, 2006) que podem ter tido efeito como fator de crescimento microbiano. Ja a
contribuicdo do trub quente pode estar associada a presenca de maior teor de acucares
redutores em relagdo aos demais residuos.

Adicionalmente, as regides mais planas das superficies (regido de cor laranja, onde os
maximos foram calculados) conferem maior seguranca e robustez para realizagdo dos
trabalhos experimentais, além de que, experimentalmente, a maior produtividade de acidez
foi obtida em menor tempo (3 horas) para o experimento E7 PMFL (Tabela 6.6), que

combina os trés residuos.

Diversos autores tém proposto a utilizacdao de residuos industriais como fontes de
carbono e/ou nitrogénio para a obtencdo de acido lactico por fermentagdo (WANG, TASHIRO
e SONOMOTO, 2014; ABDEL-RAHMAN, TASHIRO e SONOMOTO, 2011; GAO, MA e XU, 2011;
PANESAR et al, 2007; HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000). Ademais, diferentes micro-
organismos além das bactérias do acido lactico também tem sido avaliados, como bactérias
do género Bacillus e fungos filamentosos, bem como organismos geneticamente
modificados, como E. coli e S. cerevisiae.

Por exemplo, para fermentagdo com bactérias lacticas, sao utilizados residuos como
palha de milho (CUI, LI e WAN, 2011), biomassa de acafrdo enriquecida com farinha de soja

(NGUYEN et al, 2013), material lignocelulésico (WEE et al, 2009), vinhoto de destilaria
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(DJUKIC-VUKOVIC et al, 2013; KARP et al, 2011), farelo de arroz (LI et al, 2012) e melaco
(CHAISU et al, 2014). Para fermentagao com espécies do género Bacillus, sao utilizados palha
de milho (OUYANG et al, 2013), lodo de residual de tratamento de residuo municipal,
enriquecido com hidrolisado de amido de tapioca (MA et al, 2014), palha de trigo (ZHANG et
al, 2014) e farelo de amendoim como fonte de nitrogénio (MENG et al, 2012). Alguns
autores ainda propuseram a fermentagdao espontanea ou com cultura desconhecida, de
residuos como casca de batata (LIANG, McDONALD e COATS, 2014) e casca de manga
(JAWAD et al, 2013). Adicionalmente, alguns autores utilizam micro-organismos
geneticamente modificados para obtencdo de acido lactico por fermentagdao, como Wang e
colaboradores (2013), que utilizaram células de E. coli modificadas para fermentacao de
meio contendo melago e milhocina como fontes de substrato e nutrientes.

Outros autores avaliaram a utilizacdo de matérias-primas nobres ou ndo residuais,
embora complexas, como soro de leite (KUMAR et al, 2014; SCHEPERS et al, 2006; AMITA
TULI et al, 1985), batata doce (NGUYEN et al, 2013) e amido de mandioca (TOSUNGNOEM,
CHOOKIETWATTANA e DARARAT, 2014; BOMRUNGNOK et al, 2012).

O Quadro 6.1 resume os resultados obtidos a partir de diversos dados da literatura,
indicando os resultados mais relevantes para comparag¢ao, como concentrag¢do inicial de
substrato, enriqguecimento do meio, pré-tratamento ou ndo no caso de residuos
agroindustriais, controle de pH, concentracdo de acido lactico obtida e produtividade, bem
como o tempo total de fermentacao.

Em todos os casos, foram encontradas concentragdes mais elevadas de acido lactico
no meio fermentado, contudo, observa-se que, majoritariamente, durante a execucdo
destes trabalhos, a inibigdo por produto foi evitada pelo controle do pH do meio, evitando
sua brusca reducdo decorrente da formacao de acido pela atividade microbiana, e mantendo
seu valor préximo do 6timo para o metabolismo de cada micro-organismo. Nesta etapa do
presente trabalho, tal controle ndo foi realizado uma vez que foi necessario avaliar o
potencial dos residuos cervejeiros brutos para desenvolvimento das bactérias lacticas.

Vale observar, também, que para a obtenc¢ao destas elevadas concentrac¢des de acido
lactico, é necessario fornecimento suficiente de substrato, que, para os diversos trabalhos

citados no Quadro 6.1, foram maiores que os obtidos pela formulacdo dos meios deste
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trabalho (Tabela 6.4). E, ainda, que para muitos dos estudos (linhas 1, 2, 7, 8, 11 14 e 16 do
Quadro 6.1), materiais complexos foram previamente hidrolisados para sua utilizagdao nos
processos fermentativos. Demais trabalhos utilizaram fontes nobres de carboidratos, como
glicose, lactose e soro de leite, o que motiva a avaliacdo de adicao de fontes extras de
acucares fermentesciveis aos residuos cervejeiros, enquanto estes, por sua vez, atuariam
principalmente com fornecimento de fontes de nitrogénio para a atividade microbiana.

Os maiores valores de produtividade foram obtidos para fungo filamentoso da
espécie Rhizopus oryzae (linha 16) e para bactérias da espécie Bacillus subtilis (linha 17),
ambos com elevada concentragao inicial de aglcares em meios sintéticos contendo glicose.
Para bactérias lacticas, a maior produtividade foi encontrada para a espécie Lactobacillus
casei (linha 14), em residuo agroindustrial nobre (soro de leite) suplementado com glicose
ou lactose até elevada concentracdo inicial de agucares redutores. Os demais trabalhos com
produtividades acima de 1 g/L.h utilizaram matérias-primas nobres, como a batata doce
(linha 8), ou residuos pré-tratados/hidrolisados, como o farelo de arroz e a biomassa de
acafrao, por vezes adicionados de glicose extra, (linhas 14 e 16, respectivamente). Diversos
outros autores constantes no Quadro 6.1 utilizaram residuos agroindustriais, pré-
tratados/hidrolisados, ou acrescidos de outras fontes de carbono, como glicose e lactose,
com elevada concentracgdo inicial de agucares, obtendo produtividades menores que 1 g/L.h.

A avaliacdo de tais resultados motiva o estudo da producdo de acido lactico a partir
dos residuos cervejeiros, tendo em vista que os maiores valores de produtividade obtidos
(0,29 g/L.h, no ponto 3 horas, para o experimento E7 PMFL, ou a produtividade média para
24 horas, de 0,1 g/L.h, para os experimentos E3 PMFL e E7 PMFL) (Tabela 6.6) indicam que
estes meios apresentam grande potencial se comparados aos dados da literatura, levando-se
em consideracdo a ndo adicao de fontes extras de carbono, o ndo enriquecimento com
fontes extras de nitrogénio, a auséncia de pré-tratamento nos residuos e a auséncia do

controle de pH no meio.
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Quadro 6.1: Resumo de trabalhos da literatura sobre produgdo de acido lactico

Referéncia

Micro-organismo

C ari + Enriquecimento (g/L)

Controle pH

Pa (g/L)

T¢ (h)

Qpac (g/L.h)

Casca de batata Lodo ativado 21 (material hidrolisado) NI 14,7 192 0,08 Liang, McDonald e Coats, 2014
Sintético/Palha de L. rhamnosus /L. 20 (GLI + XY) 14,8 37 0,4 L
" CaC Cui, Li e Wan, 2011
2 ilho brevis 28,49 (GLI + XY da hidrélise) aC0s 20,9 36 0,58 ui, Li e Wan, 20
Soro de leite/ . 50 (soro de leite) 19,6 96 0,20
3 sintético L. bulgaricus 20 (LAC) NI 206 96 0,22 Kumar et al, 2014
4 Sintético S. cerevisiae (OGM) 80 (SAC, GLI e FRU) Ca(OH), 30,8 45 0,68 Mimitsuka et al, 2014
5 Vinhoto L. rhamnosus 50 (suplementado com GLI) NaOH 35 50 0,66 Djukic-Vukovic et al, 2013
6 Melago L. casei 55 (meio MRS modificado) NI 38,5 NI NI Chaisu et al, 2014
7 Palha de trigo B. coagulans 26,5 (material hidrolisado) Controlado 38,7 60 0,65 Zhang et al, 2014
2,98 (agucar redutor livre) 38,8 72 0,54
8 Batata doce fresca L. paracasei 4,27 (material hidrolisado) CaCOs, 123,4 72 1,71 Nguyen et al, 2013
2,69 (EL e PPT) 123,5 72 1,72
9 Vinhoto/ melago Lactobacillus sp. 60 (ajustado com melacgo) CaCoO; 43 48 0,89 Karp et al, 2011
, 80 (PPT, 20) 50 40 1,19 .
10 Alcachofra L. lactis 140 NaOH 93 190 0,49 Shi et al, 2012
11 Palha de milho Bacillus sp. 80 (GLI do hidrolisado) CaCO;0u NaOH 70 75 0,93 Ouyang et al, 2013
12 Melago E. coli (OGM) 100 (+ milhocina) NI 75 156 0,48 Wang et al, 2013
13  Farelode arroz L. rhamnosus 100 (GLI + HAM, milhocina) CaCoO; 85,3 72 1,19 Li et al, 2012
14 Soro de leite L. casei 100 (GLI + LAC; EL, 10) NI 90 35 2,57 Senthuran et al, 1999
15 Acgafrdo L. paracasei 70 (HAM; FS, 25) CaCOs, 93,1 72 1,29 Nguyen, et al, 2013
16  Sintético Rhizopus oryzae 120 (GL) Cacol\j'H“re'a’ 102,4 34 3,01 Wang et al, 2014
3
17 Sintético B. subtilis 200 (GLlI; EL, 75) NI 143,2 52 2,75 Gao et al, 2012
18 Re5|dgc.>s L delbrue.ck/ subsp. - - 2,5 18 0,14 Presente trabalho
cervejeiros delbruecki

C ari = cOncentracdo inicial de aglcares; P, = concentracgdo de acido lactico; Tf = tempo de fermentacdo; Qpa = produtividade de acido lactico
Fontes de carboidratos: GLI = Glicose; XY = xilose; LAC = lactose; SAC = sacarose; FRU = frutose; ARA = arabinose; HAM = hidrolisado de amido
Fontes de nitrogénio: EL = extrato de levedura; PPT = peptona; FS = farinha de soja

NI = ndo informado
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6.3.2 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica de cada extrato bruto obtido apds a centrifugacdo sob
refrigeracao (2500 g, 15 min., 4°C), bem como a produtividade, foram determinadas nos
tempos 6, 12 e 18h de fermentacdo, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 6.10,

juntamente com os valores calculados para a produtividade.

Tabela 6.10: Atividade proteolitica e produtividade dos extratos brutos para diferentes tempos de fermentagao

Experimento* 6h 12h 18h
Ap (U/mL)  Qpap (U/mL.h)  Ap(U/mL)  Qpap (U/mL.h)  Ap (U/mL)  Qpap (U/mL.h)

E1 PMFL (BM) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
E2 PMFL (TQ) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
E3 PMFL (LRC) 1,98 0,33 1,39 0,12 2,05 0,11
E4 PMFL (BM + TQ) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
E5 PMFL (BM + LRC) 0,19 0,03 0,15 0,01 0,25 0,01
E6 PMFL (TQ + LRC) 0,08 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
E7 PMFL (BM + TQ + LRC) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*PMFL: planejamento de misturas para fermentagdo lactica; BM: bagaco de malte; TQ: trub quente; LRC:
levedura residual cervejeira.

A, — Atividade proteolitica

Qpap — Produtividade de atividade proteolitica

A partir destes resultados, é possivel observar que ja nas 6 primeiras horas, definidas
anteriormente como Fase 1, de intensa atividade da cultura lactica, ocorreu liberacdao de
proteases em alguns dos experimentos.

Os meios elaborados a partir dos residuos ndo foram acrescidos de nenhuma fonte de
carbono além das que ja foram disponibilizadas em sua composi¢ao. Ademais, o parametro
proteina bruta total, e ndo proteina bruta sollvel, foi escolhido como base para formulacao
de cada meio, que conteve 4% de proteinas, pressupondo-se que a conhecida atividade
proteolitica das bactérias lacticas (SAVIJOKI, INGMER e VARMANEN, 2006; GOBBETTI et al,
2005; SHINATA e SHAH, 2000; LAW e HAANDRIKMAN, 1995) tivesse efeito sobre a fracao
insoluvel, hidrolisando proteinas que pudessem ser utilizadas como fonte de carbono.

Por um lado, esta hipdtese foi confirmada, tendo em vista que a baixa concentracdo de
acucares fermentesciveis nos meios estimulou a producdo de proteases pela cultura
microbiana, para utilizacdo das cadeias carbonicas de aminoacidos, proteinas e peptideos
como fonte de carbono. Entretanto, este fator acarretou em baixa producdo de acido lactico

no meio. Esta hipoétese ja foi discutida no Item 6.3.
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Ainda que vdlida esta hipdtese, ndo se anula a possibilidade de se trabalhar apenas com
a fracao soluvel de cada residuo, tendo em vista que os melhores resultados para atividade
proteolitica foram obtidos na presenca de LRC. Este residuo contém a fracdo soluvel mais
nobre, uma vez que a levedura cervejeira tem significativas chances de sofrer lise ao final de
sua fase ativa ou durante seu processo de secagem, liberando para o meio compostos
soluveis, incluindo proteinas (hipdtese discutida no Capitulo 4).

Por outro lado, tanto o bagaco de malte como o trub sdo residuos esgotados e
insollveis, gerados no processo cervejeiro. O primeiro é removido apds o esgotamento das
fragcOes solluveis do malte no preparo do mosto doce, e constituido predominantemente por
proteinas estruturais, de maior complexidade (ALIYU e BALA, 2011). Segundo O’Rourke,
2002, a maior parte das proteinas insoluveis e de elevada massa molar sdo removidas junto
ao bagaco de malte, durante a clarificacdo do mosto, de forma que esta fracdo pode nao ter
tido efeito indutivo para a atividade proteolitica das bactérias lacticas. O segundo residuo,
trub quente, é gerado pela insobilizacdo de proteinas desnaturadas e complexadas, que
também podem formar complexos com polifendis de elevada massa molar e polissacarideos,
também insoluveis no mosto, resultando em um material predominante proteico complexo
(BARCHET, 1993) e, portanto, de dificil disponibilidade para a cultura lactica.

Tal resultado também foi corroborado pela avaliacdo da atividade proteolitica da
bactéria lactica (Capitulo 5), quando ndo foi observada atividade de proteases no extrato
obtido a partir do cultivo de L. delbrueckii em meio MRS, embora diversos autores tenham
guantificado esta atividade (TERZIC-VIDOJEVIC et al, 2014; GONZALEZ et al, 2010; DONKOR
et al, 2007). Ratificando os resultados obtidos no presente trabalho, Gobbetti et al (1999) e
Di Cagno et al (2003), também nao obtiveram extrato com atividade proteolitica do cultivo
de bactérias lacticas em meio MRS. O meio MRS trata-se de um meio préprio para ativagao e
propagacao de culturas lacticas, reconhecidas como exigentes nutricionalmente, e, portanto,
contém as caracteristicas necessarias para sua reproducao de maneira adequada, nao
exigindo a producdo de proteases. No entanto, no presente trabalho, utilizando residuos
cervejeiros ricos em fracdo proteica, houve producado de tais enzimas.

Os maiores valores de atividade proteolitica foram obtidos para experimentos contendo
LRC em quantidade iguais ou superior a 50%, indicando que este residuo apresentou maior

efeito sobre a fermentacdo lactica (ja discutido) e sobre a producdo de proteases.
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Diferentemente do discorrido para a acidez, a presenca do trub quente parece ter efeito
contrario a geracao de atividade proteolitica no meio. Novamente, o seu elevado teor de
acucares redutores pode ter proporcionado estes resultados, uma vez que na presenca de
acucares fermentesciveis, as bactérias lacticas ndao necessitam de produzir enzimas
proteoliticas para utilizar as proteinas como Unica fonte de carbono.

Esta hipdtese é corroborada pela andlise dos resultados de todos os meios que contém
trub quente, E2, E4, E6 e E7 (PMFL). Quando presente isoladamente, no experimento E2
PMFL, o teor de agucar do trub ndo foi suficiente para compensar a baixa concentragao de
fontes de nitrogénio soluveis, obtendo-se como resultado a menor acidez e atividade
proteolitica nula, como ja mencionado. Entretanto, quando adicionado de outro residuo,
seja do bagaco de malte (E4 PMFL), da levedura residual (E6 PMFL) ou dos dois juntos (E7
PMFL), houve elevagdo da acidez, embora a atividade proteolitica tenha se mantido nula ou

desprezivel, conforme observado na Tabela 6.10.

Andlise estatistica dos resultados

Da mesma maneira que para a acidez, foi construido o modelo matematico referente
a atividade proteolitica, sendo escolhido, contudo, o tempo de 6 horas de fermentacao,
onde o maximo da atividade proteolitica ja havia sido atingido. O modelo e suas previsdes

sdo apresentados nas Tabelas 6.11 e 6.12, respectivamente.

Tabela 6.11: Modelo matematico para a resposta Atividade Proteolitica para o primeiro planejamento
experimental

Modelo Parametros
X1. BM
AP =0,00x, +0,00x, +1,98x, +0,00x, X, +3,00X, X, —3,65%,X; + 2,72X,X, X, ):(Z:E-Fg:
3:

. ~ *
X € Xijk: interagdes

AP: atividade proteolitica
*Comi, jekvariandode 1a 3.

Para o modelo de atividade proteolitica, algumas discrepancias foram notadas entre
os valores medidos e os preditos, para os experimentos E5 e E7 (PMFL). Tal fato pode ser
decorrente da dificuldade de modelagem matematica da atividade microbiana,

principalmente para produtos ndo associados ao crescimento, como as enzimas
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proteoliticas, diferente do observado para a acidez (Iltem 6.3.1), uma vez que o acido lactico

€ um produto do metabolismo primario das bactérias lacticas.

Tabela 6.12: Valores de atividade proteolitica medidos experimentalmente e seus respectivos correspondentes
previstos pelo modelo

Atividade Proteolitica (U/mL) — 6h

Experimento

Respostas (Medidas) Previsdao (Modelo)
E1 PMFL 0,0 0,0 (7 x 10™)
E2 PMFL 0,0 0,0 (6 x 10™)
E3 PMFL 2,0 1,98
E4 PMFL 0,0 0,0 (7 x 10)
E5 PMFL 0,2 1,74
E6 PMFL 0,1 0,08
E7 PMFL 0,0 0,69

PMFL — Planejamento de misturas para fermentacgao lactica

Apesar disto, na regido experimental onde se obteve a maxima atividade proteolitica
(experimento E3 PMFL), o modelo comportou-se de maneira adequada, podendo ser
utilizado para a tentativa de otimizacdo do meio. Ademais, a diferenca entre os valores
medidos experimentalmente para cada experimento foi bastante notdria, deixando claro
que o experimento E3 PMFL deveria ser utilizado para obtenc¢do do extrato proteolitico.

Vale ressaltar que todas as andlises feitas consideram a presenca de cada residuo
como efeitos isolados, mas, na pratica, cada residuo apresenta composicdo quimica
diferente, que pode influenciar as respostas, como fatores associados. Entretanto, avaliando
os residuos como fatores Unicos de estudo, e as superficies de resposta para atividade
proteolitica, fica claro que a presencga de LRC foi fundamental para obtencao de proteases. O
maximo de atividade obtida tende para os meios contendo LRC como fonte Unica de
nitrogénio, havendo reducao a partir da adicao de quaisquer outros residuos.

A partir do modelo gerado, foi possivel construir uma superficie de resposta, indicada

na Figura 6.7.
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Figura 6.7: Superficie de resposta para a atividade proteolitica (U/mL) do extrato fermentado bruto.

A observacao da Figura 6.7 ratifica que para que sejam obtidos os maiores valores de
atividade proteolitica do extrato bruto, os meios devem conter fracdo molar do trub quente
proxima de zero, e baixos valores para fragdo molar do bagaco de malte, indicando,
novamente, que sdo necessarias altas concentra¢des de levedura residual, em relacdo aos

demais residuos avaliados.
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A comparacdo de medidas de atividade proteolitica com a literatura é bastante
dificultada devido a existéncia de diversas técnicas de quantificagdo, bem como de
diferentes unidades para expressar os resultados. Algumas técnicas quantificam produtos da
protedlise liberados no meio, enquanto que outras quantificam os substratos, antes e apds a
atuacdo das enzimas. O método utilizado no presente trabalho leva em consideracdo a
concentragdo de substrato (azocaseina), dosado por espectrofotometria no tempo zero e no
tempo 40 minutos de adicdo do extrato proteolitico e a unidade de atividade definida em
fungdo da alteragdo a cada 0,01 da unidade de absorbancia (CHARNEY e TOMARELLI, 1947).

lkram-ul-Hag e Mukhtar (2006) avaliaram a biossintese de proteases por
Lactobacillus paracasei em meio sintético, contendo triptona (15 g/L), extrato de levedura (5
g/L) e extrato de carne (5 g/L) como fontes de nitrogénio, e lactose (20 g/L) e glicose (5 g/L)
como fontes de carbono, através da dosagem de caseina antes e apds reacdo com o extrato
enzimatico. Para 15 diferentes linhagens estudadas, obtiveram extratos proteoliticos com
atividade minima de 1,26 U/mL e maxima de 5,80 U/mL.

Piraino et al (2008) estudaram a atividade proteolitica intra e extracelular de
diferentes géneros e espécies de bactérias lacticas cultivadas em meio caldo MRS para
lactobacilos através do método da azocaseina. Observaram AAbs entre 0,01 e 0,07 para os
diferentes cultivos. No presente trabalho, o valor de atividade proteolitica calculado
corresponde a um AAbs de 0,400 (para o experimento E3 PMFL).

Discussdes mais profundas comparando trabalhos encontrados na literatura sobre
producdo de enzimas proteoliticas foram reservadas para o Capitulo 7, que teve por objetivo

a otimizagao da fermentacao lactica.
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6.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

e Os residuos cervejeiros apresentaram-se como potenciais para elabora¢dao de meios
para desenvolvimento de bactérias lacticas. Estas, por sua vez, promoveram geragao
de acidez, devido ao seu metabolismo fermentativo, com liberacdo de acido lactico
no meio;

e Os meios contendo apenas LRC (E3 PMFL) e o meio contendo os trés residuos (BM,
TQ e LRC, experimento E7 PMFL) apresentaram o maior valor final de acidez, sendo
este Ultimo o que levou a maior produtividade, além de apresentar uma regido mais
plana, melhor para se trabalhar, na superficie de resposta;

e A presenca de proteinas no meio e a auséncia de fontes de carbono extra levaram as
bactérias lacticas a liberacdo de enzimas proteoliticas extracelulares de forma a
viabilizar seu metabolismo fermentativo, acarretando na geracdo de um extrato
proteolitico;

e O experimento E3 PMFL (contendo exclusivamente LRC) apresentou o maior

potencial para producdo de tais enzimas.

A destinacdo dos residuos cervejeiros para elaboracdo de meios para fermentacao
lactica se faz interessante em relagcdao ao reuso de residuos agroindustriais. A obtencao de
produtos de valor agregado a partir do bioprocesamento destes materiais acarreta na
diminuicdo da carga organica a ser destinada para tratamentos de efluentes, uma vez que
parte dos compostos organicos sera convertida a produtos de interesse, neste caso, acido

lactico e extrato enzimatico com atividade proteolitica.

O resultado obtido no planejamento de misturas utilizando apenas os residuos
cervejeiros para formulacdo dos meios de fermentacdo motivou o estudo da variacdo da
concentracdo de nitrogénio e da adicdo de fonte de carbono extras na tentativa de otimizar
a producdo de enzimas proteoliticas. Para tanto, foi elaborado um segundo planejamento

experimental, fatorial, que sera abordado no Capitulo 7, a seguir.
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Capitulo 7

Produgdo de extrato proteolitico

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as concentragbes de proteina bruta e de glicose no meio a base de residuo
cervejeiro (LRC), a partir de planejamento experimental fatorial, para obtencdo de
extrato proteolitico por fermentacdo lactica com Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii INCQS 383, visando a sua otimizagao;

e Modelar os resultados para obtencdo de superficies de respostas referentes a
atividade proteolitica;

e Eliminar a interferéncia dos efeitos de bloco pela repeticdo das melhores condicées

experimentais dos dois planejamentos, de misturas e fatorial.
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7.2 MATERIAIS E METODOS
7.2.1 Micro-organismo

Cultura lactica de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383, previamente
selecionada em funcdo de sua elevada atividade proteolitica (Capitulo 5). Condi¢Ges de

conservagao e de cultivo ja descritas anteriormente (Item 5.2.2).

7.2.2 Residuo cervejeiro

No presente capitulo, apenas a levedura residual cervejeira (LRC) foi utilizada como
fonte de nitrogénio na formulacdo dos meios de fermentacdo, tendo em vista os resultados
obtidos no Capitulo 6. Este residuo apresentou melhor efeito indutivo sobre a produgao de
proteases extracelulares pela bactéria lactica em estudo (Figura 6.7). As caracteristicas

quimicas deste residuo estdo apresentadas no Capitulo 4.

7.2.3 Desenvolvimento experimental

7.2.3.1 Planejamento experimental e formulagao dos meios

No capitulo 6 foi produzido o extrato proteolitico a partir do planejamento de
misturas, com os trés residuos sélidos cervejeiros (BM, TQ e LRC), sem adicdo de fontes
extras de aglicar e com teor de proteina bruta total fixo em 4% (m/v), conforme ja justificado
anteriormente.

Nesta etapa do trabalho, a melhor condicdo do planejamento de misturas (E3 PMFL,
Capitulo 6), foi utilizada como ponto de partida para um novo planejamento experimental
(fatorial) para modelagem e otimizacdo da producdo de extrato proteolitico. Foram
avaliados os efeitos de dois fatores quantitativos, a concentracdo de proteinas e a adicdo de
diferentes concentracdes de glicose no meio.

A adicdo de glicose foi fundamentada em dados da literatura que reportam a
importancia da presenca de um acucar fermentescivel para estimular a atividade de
diferentes espécies de bactérias e fungos filamentosos, com possivel efeito sobre a

producdo de proteases. Por exemplo, diversos autores avaliaram a atividade proteolitica de
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bactérias lacticas e/ou dos extratos intra e extracelulares obtidos a partir do crescimento
destes agentes em diferentes meios (caldo MRS, leite desnatado, leite desnatado
suplementado com glicose e extrato de levedura e leite), variando as concentragGes de
acucar fermentescivel entre 1 e 7% (GONZALEZ et al, 2010; KIVANC, YILMAZ e CAKIR, 2009;
DONKOR et al, 2006; IKRAM-UL-HAQ e MUKHTAR, 2006; KABADJOVA-HRISTOVA et al, 2006;
MOULAY et al, 2006; Di CAGNO et al, 2003; EI SODA et al, 2003; SHINATA e SHAH, 2000;
GOBBETTI et al, 1999; DAKO et al, 1995).

Outros trabalhos demonstraram o efeito da relagdo carbono/nitrogénio sobre a
producdo de enzimas proteoliticas a partir da atividade de fungos filamentosos e de
diferentes espécies de bactérias. Nestes estudos, realizados principalmente com o género
Aspergillus e espécies do género Bacillus e Pseudomonas, as concentracdes de fontes de
carbono (aclcar assimildvel) e de fontes proteicas variaram entre 0,5 e 1%, e 0,5 e 3%,
respectivamente (DINCER et al, 2014; JAIN et al, 2014; KUMAR, ANANTHAN e PRABHU, 2014;
LIN et al, 2014; PANT et al, 2014; RATHOD e PATHAK, 2014; BAJAJ, SHARMA e SINGH, 2013;
MAGHSOODI, et al, 2013; SUGANTHI et al, 2013; RAJ et al, 2012; CALIK et al, 2002).

Para realizagdo do presente estudo, foi utilizado um planejamento fatorial de 2 niveis
e 2 fatores (22), com 2 réplicas no ponto central, totalizando 6 experimentos. A Tabela 7.1
apresenta a matriz de experimentos, indicando os percentuais de proteina (1 e 7%), fator 1
(x1), com base na composicdo proteica do residuo LRC, e de glicose (1 e 7%), fator 2 (x3),
adicionados em cada formulacdo, considerando-se 200 mL de meio reacional, volume
utilizado em cada ensaio. A sigla PFFL foi utilizada para denotar “planejamento fatorial para

fermentacao lactica”, para diferenciar do planejamento de misturas realizado no Capitulo 6.

Tabela 7.1: Experimentos do planejamento fatorial de 2 niveis e 2 fatores para volume final de cada ensaio (200
mL)

Experimento* Proteina (%) Glicose (%) Massa LRC (g) Massa glicose (g)

E1 PFFL 7 (+) 7 (+) 30,7 14,0
E2 PFFL 1(-) 7 (+) 4,4 14,0
E3 PFFL 7 (+) 1(-) 30,7 2,0
E4 PFFL 1(-) 1(-) 4,4 2,0
E5 PFFL 4 (PC) 4 (PC) 17,5 8,0
E6 PFFL 4 (PC) 4 (PC) 17,5 8,0

*PFFL: Planejamento fatorial para fermentacgéao lactica; PC: ponto central; LRC: levedura residual cervejeira.
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Adicionalmente, a Tabela 7.2 apresenta a composicdao de cada meio, calculada em
funcdo da massa de residuo adicionada e da composi¢ao quimica do residuo, determinada e

apresentada no Capitulo 4.

Tabela 7.2: Composi¢do dos meios do planejamento experimental de misturas PFFL*

Experimentos
E1PFFL E2PFFL E3PFFL E4PFFL E5PFFL E6 PFFL

Composi¢dao** (% m/v)

Cinzas 0,91 0,13 0,91 0,13 0,52 0,52
ARs 7,20 7,03 1,20 1,03 2,11 2,11
Ns 0,39 0,06 0,39 0,06 0,22 0,22
Ps 2,25 0,32 2,25 0,32 1,29 1,29
FANs (mg %) 62,85 9,00 62,85 9,00 35,86 35,86

*PFFL: planejamento fatorial para fermentacgéo lactica;
**ARs: acuUcar redutor soluvel; Ns: nitrogénio sollvel; Ps: proteina bruta soldvel; FANs: amino acidos (free
amino nitrogen) da fracdo sollvel, expressos em glicina.

Os resultados foram submetidos a regressdao por um modelo quadratico, dado pela

equacao 7.1, a seguir:

¥ =b, +b;x, +0b,%, +blx X, +b/ x> +bs,x,° (Equagdo 7.1)

Onde:

Y: resposta medida;

X1 € X,: fatores avaliados;

bg: coeficiente que corresponde a intersecao dos eixos;

b, e by: coeficientes lineares de cada fator, respectivamente;
bi,: coeficiente da interagdo entre os fatores;

b11 e byy: coeficientes quadraticos.

7.2.3.2 Fermentacao e determinac¢des analiticas

O preparo e a esterilizagdo dos meios se deu a partir do mesmo procedimento adotado
no Iltem 6.2.3.2, com excecdo de que, nesta etapa, a fermentacdo se deu em meio
tamponado (tampdo fosfato 50 mM, pH 6,5), com o intuito de evitar a brusca reducdo do

pH, como consequéncia da liberacdo de acido lactico pelo metabolismo das bactérias
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l[acticas, conforme discutido no Capitulo 6. Sabe-se que alteragdes no pH podem promover
desnaturacgdo de proteinas, interferindo na andlise quantitativa da atividade proteolitica.

Os meios (Tabela 7.1) foram assepticamente inoculados com 10% (v/v) de cultivo de L.
delbrueckii subsp. delbrueckii INCQS 383, na fase exponencial do crescimento em caldo MRS,
com absorvancia (480 nm) de 0,791. Desta forma, a massa seca inicial de células no meio
reacional foi de aproximadamente 4,5 mg/mL, calculada a partir da curva Abs vs massa seca
(Figura 5.6). Os cultivos foram incubados, em shaker rotacional (Cientec CT712RN), com a
temperatura controlada em 37°C, e lenta agitacdao (100 rpm) apenas para manter a
homogeneizagao do meio.

Nesta etapa, foi definido o tempo de 6 horas de fermentag¢do, com base nos resultados
do Capitulo 6. Findo este tempo, todos os experimentos foram separados em suas fragdes
solida e liquida por centrifugacao (centrifuga HERMILE, modelo Z400, 2500 g, 15 min., 4°C).
Da fracdo liquida obtida (extrato bruto), foi determinada a atividade proteolitica pelo
método da azocaseina (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). Adicionalmente, foi determinado o
pH (PHTEK, modelo PHS-3B) dos meios no tempo zero e no tempo final, para avaliacdao do
efeito do tampao.

Os resultados foram avaliados estatisticamente pela construgdo de modelos
matemadticos e de superficie de resposta. Ademais, os efeitos calculados para o modelo
tiveram sua significancia avaliada através da variancia experimental, calculada a partir das
réplicas do ponto central, conforme as equagdes 7.2 e 7.3.

§2 = Qi - 3_’)2/ 1 (Equagdo 7.2)

IC = efeito & typn X Sefeito (Equacgado 7.3)
Onde:
s2: variancia experimental;
yi: resposta medida;
y: média das respostas;
n: nimero de experimentos no ponto central;
tqn = t de Student;
efeito: coeficiente calculado para o modelo;

IC: intervalo de confianca.
142



7.2.4 Efeitos de bloco

Para fins comparativos entre os resultados do Capitulo 6 com os resultados obtidos
no presente capitulo, as melhores condi¢des de cada um foram repetidas simultaneamente,
nas mesmas condicdes operacionais. Desta forma, sdo evitadas as interferéncias de fatores
gue ndo sdo objeto do estudo, que recebem o nome de efeitos de bloco. Os efeitos de bloco
compreendem parametros extrinsecos (ex.: temperatura e agitacdo) e parametros
intrinsecos (ex.: pH e inéculo).

Todos os experimentos foram conduzidos nos mesmos equipamentos e condi¢des de
processo. Porém, os cultivos utilizados como inéculo encontravam-se em diferentes pontos
da fase exponencial de crescimento. Para o planejamento de misturas (Capitulo 6), partiu-se
como indculo de um ponto préximo ao inicio da fase exponencial (Abssgg 0,394), 0 que
acarreta um menor nimero de células em plena fase de atividade. J4 para o planejamento
fatorial, a inoculacdo se deu com células também na fase exponencial, embora proximas a
fase de desaceleracao do crescimento (Abssgp 0,791), portanto, um maior nimero de células
com menor atividade.

Nesta etapa, foi empregado como indculo um cultivo com densidade 6ptica (480 nm)
de 0,332. Ademais, foi contemplada a condi¢ao otimizada pelo planejamento fatorial, obtida
pela superficie de resposta construida para a atividade proteolitica, identificada pela sigla

O calculo do efeito de blocos entre a primeira e a segunda producdao de cada

experimento (E3 PMFL e PFFL.qif), foi feito pela equacdo 7.4.

- (Equacdo 7.4)
/2

R ;
E= |:2i=iyl_2i=("/2)+1yl]
Onde:
n: nUmero de amostras;

y: resposta (atividade proteolitica);

E: efeito de bloco.
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7.2.5 Produtividade da atividade proteolitica

A atividade proteolitica dos extratos proteoliticos otimizados nos dois planejamentos
experimentais foi avaliada no tempo de 6 horas de fermentagdo, definido no capitulo
anterior, e inclusive, no de 3 horas. Isto porque, foi observado que a atividade microbiana
promoveu rapida elevacdo da acidez dos meios no planejamento de misturas (Figura 6.2),
com indicativo de que nao houve fase lag de adaptagdo aos meios elaborados a partir dos
residuos cervejeiros.

Os resultados referentes as atividades proteoliticas e respectivas produtividades

foram submetidos ao teste de Tukey de comparacdo de médias.

7.2.6 Recuperagao de proteases

O extrato enzimatico bruto, obtido a partir da melhor condicdo experimental, foi
submetido a etapa de recuperacdo por precipitagdo com etanol (WAGLAY, KARBOUNE e
ALLI, 2014; BIAZUS et al, 2010; BARTOVA e BARTA, 2009; CARREIRA et al, 2009; FERNANDEZ-
LAHORE, FRAILE e CASCONE, 1998). Para tanto, etanol P.A. foi adicionado na proporcdo de
2:1 (v:v), de forma a atingir a concentracao final proxima de 65%, sendo a mistura foi
mantida sob agitacdo por 30 minutos, a 4°C. O material precipitado foi filtrado a vacuo em
membrana de poro 3 um e a seguir disposto em dessecador para secagem em estufa a 30°C
overnight. Estas etapas sdo ilustradas na Figura 7.1. Uma massa conhecida do material seco
foi ressuspendida em tampao acetato (50 mM, pH 5,0) para determinacdo da atividade

proteolitica, cujo resultado foi expresso em U/g.

Figura 7.1: Precipitacdo com etanol e recuperagdo das enzimas proteoliticas por filtracdo.
(A) precipitado; (B) aparato de filtracdo a vacuo; (C) vista superior da membrana durante a filtracdo; (D) vista
superior da membrana a ser disposta para secagem.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Fermentacao lactica/planejamento fatorial

Na Figura 7.2 é apresentada a reducgdo relativa do pH decorridas 6 horas de
fermentacao lactica. Houve uma pequena diminuicdo em todos os experimentos realizados,
ao contrario do observado quando utilizado um meio ndao tamponado (Tabela 6.5, Capitulo
6). Logo, pode-se inferir que o emprego do tampao fosfato na elaboracdo dos meios de
fermentacdo teve efeito positivo no controle do pH. Ademais, aparentemente, o efeito
neutralizante foi maior quando foram utilizadas as maiores concentragdes do residuo LRC,

ratificando resultados anteriores (Item 6.3.1, capitulo 6).
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Redugdo do pH

Figura 7.2: Reducdo do pH no meio em 6 h de fermentacao.

A Tabela 7.3 apresenta os resultados das atividades proteoliticas dos extratos brutos
obtidos em 6 horas de fermentagdo, previamente centrifugados (2500 g, 15 min., 4°C).
Observa-se que o experimento E1 PFFL, com 7% de glicose e 7% de proteinas totais (residuo
LRC), apresentou a melhor atividade proteolitica para o tempo determinado. Nota-se, ainda,
que os resultados referentes aos experimentos E5 PFFL e E6 PFFL, duplicatas do ponto
central, indicaram boa reprodutibilidade.

Quando empregados baixos teores de proteina (1%), ndo foi detectada atividade
proteolitica no meio (experimentos E2 PFFL e E4 PFFL). Adicionalmente, nota-se que no
experimento E2 PFFL, em que a rela¢cdo Glicose/Proteina foi alta (7:1), ndo foi detectada

atividade proteolitica. O mesmo resultado foi obtido para o experimento E4 PFFL, no qual
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esta razdo foi 1:1, mas ambas as concentracgdes (glicose e proteina) foram baixas (1%). Estes
resultados ratificam que as proteases extracelulares sdo produzidas por mecanismos

indutivos.

Tabela 7.3: Atividade proteolitica dos extratos brutos obtidos para 6 h de fermentacao

Experimento* Atividade Proteolitica (U/mL)
E1 PFFL (7%P + 7% GLI) 1,8
E2 PFFL (1%P + 7% GLI) 0,0
E3 PFFL (7%P + 1% GLI) 0,5
E4 PFFL (1%P + 1% GLI) 0,0
E5 PFFL (4%P + 4% GLI) 0,5
E6 PFFL (4%P + 4% GLI) 0,4

*PFFL: Planejamento fatorial para fermentacao lactica; P: proteina; GLI: glicose.

Os resultados obtidos permitiram construir o modelo matematico quadratico
referente a atividade proteolitica, apresentado na Tabela 7.4, cujas respostas preditas

encontram-se Tabela 7.5.

Tabela 7.4: Modelo matematico para a resposta Atividade Proteolitica para o planejamento experimental
fatorial

Modelo Parametros

X1. % proteinas
AP = 0,440+ 0,568x, +0,333x, + 0,330x, X, + O,OOXl2 + 0,13OX22 X2. % glicose
X1Xp. interacao

AP: atividade proteolitica

Tabela 7.5: Valores de atividade proteolitica medidos experimentalmente e respectivos valores previstos pelo
modelo

Atividade Proteolitica (U/mL)

Experimento

Respostas (Medidas) Previsdo (Modelo)
E1 PFFL 1,800 1,800
E2 PFFL 0,005 0,005
E3 PFFL 0,475 0,475
E4 PFFL 0,000 0,000 (3,6 x 10*°)
E5 PFFL 0,465 0,440
E6 PFFL 0,415 0,440

PMFL — Planejamento fatorial para fermentacao lactica

Diferentemente do observado para o planejamento de misturas, no Capitulo 6, o

modelo construido para atividade proteolitica pelo planejamento fatorial apresenta boa
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representatividade da drea estudada, uma vez que os valores previstos sdo semelhantes aos
valores determinados experimentalmente (Tabela 7.5). Tal fato pode ser associado a maior
homogeneidade da composicdo dos meios nesta etapa (Tabela 7.2), ja que foram elaborados
a partir de um unico residuo (LRC), enquanto que no planejamento de misturas foram
utilizados os trés residuos, e, portanto, os meios apresentavam composicdao bastante
diferenciada (Tabela 6.2).

Os coeficientes calculados para os modelos do planejamento fatorial (Tabela 7.4)
permitem avaliar a influéncia de cada fator, considerados independentes entre si, sobre as
respostas esperadas. Quanto maior o mdédulo de cada coeficiente, maior sera sua
participacdo no cdlculo das respostas. Ja os sinais, positivo (+) ou negativo (-), indicam
aumento ou reduc¢dao dos valores esperados, respectivamente. Observa-se que o maior
coeficiente, e de sinal positivo, é calculado para o fator x; (% proteinas), indicando sua
significativa participacdo sobre a resposta medida (atividade proteolitica). A interagao entre
os fatores x; e x, (% glicose), apresenta-se tdo significativa quanto o efeito do fator x,
isoladamente, ambos menores que o efeito de x; isoladamente.

A partir do ponto central é possivel determinar a varidncia experimental e, por
conseguinte, o intervalo de confianca (IC) para os efeitos calculados para o modelo,
conforme as Equacdes 7.2 e 7.3. Apesar de ter sido constatada a reprodutibilidade dos
experimentos a partir dos resultados obtidos para os pontos centrais (Tabela 7.3), os
intervalos de confianga de 90 e 95% calculados foram elevados (Equagbes 7.5 e 7.6,
respectivamente). A minimizacdo do erro poderia ser alcancada com maior nimero de
repetigdes.

[Cqq, = efeito + 0,22 (Equacgdo 7.5)
[Cy59, = efeito + 0,46 (Equagdo 7.6)

Para o caso de 95% de confianca, os coeficientes do fator x, e da interacdao xix,
(Tabela 7.4) podem ser englobados pelo erro experimental, ndo tendo significancia. Tal fato
reforca a observacdo de que o fator x1 (% proteinas) teve maior influéncia sobre a geracao

de atividade proteolitica no meio do que o fator x2 (% glicose).
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A partir do modelo gerado, foi possivel construir uma superficie de resposta (Figura

7.2) para a produgado de atividade proteolitica em fungao dos percentuais de proteinas e de

glicose presentes no meio.
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Figura 7.2: Superficie de resposta para a atividade proteolitica (U/mL) do extrato fermentado bruto.
(Eixos em variaveis codificadas, -1 equivale a 1% e 1 equivale a 7%, para ambos os fatores).
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Pela observacdo da Figura 7.2, nota-se que ha uma tendéncia de aumento da
atividade proteolitica com o aumento dos dois fatores avaliados (concentragdo de proteinas
e de glicose), uma vez que a regido de cor roxa (indicativo do mdaximo de atividade
enzimatica) estd localizada mais a direta e superior na figura. E possivel delimitar esta regido
de mdximo a partir das concentracdes de 6% de proteinas e 6% de glicose. Entretanto, como
observado pela andlise da Tabela 7.3 e dos coeficientes do modelo (Tabela 7.4), o teor de
proteinas teve maior efeito sobre a resposta observada.

Uma hipdtese discutida no Capitulo 6 é que a presenca de agucar redutor nos
residuos cervejeiros poderia ter promovido redu¢do da atividade proteolitica, uma vez que,
em condicdes de escassez, as bactérias lacticas produziriam tais complexos enzimaticos
extracelulares para utilizacdo das proteinas e aminoacidos como fonte de carbono, além de
nitrogénio (ltem 6.3.2). Embora os resultados aqui obtidos indiqguem que a adicdo de glicose
promoveu aumento da atividade proteolitica (Figura 7.2), a hipdétese levantada permanece
valida. Tem-se como justificativa  que, na presenca de glicose, fonte de carbono de facil
assimilacdo, as bactérias podem gerar maior quantidade de energia (pela via glicolitica,
Figura 3.3), aumentando a massa celular com mais rapidez, devido a grande disponibilidade
de carbono e nitrogénio. Esta massa celular, maior em concentragdo, pode ter promovido a
maior liberagcdo de proteases no meio, levando aos extratos com maior atividade proteolitica
determinada.

A proposta acima é ratificada pela composicao quimica dos residuos utilizados no
preparo dos meios. No planejamento de misturas (capitulo 6), os meios com maior teor de
acucar redutor presente, 1,64% ou 0,89%, referentes as formulagbes com trub quente
(experimentos E2 PMFL, E4 PMFL e E6 PMFL, Tabela 6.2), provavelmente ndo foram
suficientes para aumento da massa celular. Enquanto que no planejamento fatorial, o
emprego de maiores quantidades de acucar induziu maior atividade proteolitica

(experimentos E1 PFFL e E3 PFFL, Tabela 7.3).

7.3.2 Efeito de bloco

Em comparacdo ao melhor resultado obtido no capitulo 6 (E3 PMFL, 4% proteina de
LRC), a suplementacdo com glicose (E1 PFFL, E5 PFFL e E6 PFFL) parece nao ter surtido efeito

sobre a atividade proteolitica. Contudo, esta anadlise é errénea, devido aos efeitos de bloco,
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principalmente pelo efeito do fator indculo, que nao foi objetivo deste estudo.
Adicionalmente, deve ser considerado que as condigbes experimentais entre os dois
planejamentos foram diferentes, j4 que ndo se contemplou ensaio sem glicose na
modelagem (o menor valor foi 1%).

Neste contexto, foi realizado novo experimento nas mesmas condicdes extrinsecas e
partindo de um mesmo indculo, para meios formulados com 4% de proteina de LRC (E3
PMFL) e na condicdo otimizada de LRC (7% proteinas) e glicose (7%) pelo planejamento
fatorial (E1 PFFL). Assim, foi possivel calcular o efeito de bloco associado as diferencas

experimentais obtidas, cujo resultado é indicado na Tabela 7.6.

Tabela 7.6: Efeito de bloco

Atividade Proteolitica (U/mL) Inéculo (DO4so) Efeito
Experimento* 12 Produgdo 22 Produgﬁo** 12 Produgdo 22 Produgéo** de
Bloco
E3 PMFL 2,0 2,8 0,394 0,332 0,8
E1 PFFL 1,8 4,6 0,791 0,332 2,8

*PMFL: planejamento de misturas (4% de proteina de LRC); PFFL: planejamento fatorial (7% proteina de LRC e
7% de glicose);
*22 producgdo refere-se a repeticdo dos experimentos simultaneamente, partindo-se de um mesmo indculo.

Pode-se observar que o efeito de bloco foi mais expressivo para o experimento E1
PFFL. Este efeito pode estar associado as diferentes concentracdes celulares empregadas
como indculo, mencionando ainda que as células se encontravam em diferentes estagios de
atividade metabdlica (inicio e final da fase exponencial). Constata-se que as células mais
ativas (no inicio da fase exponencial), mesmo que em menor quantidade, tiveram melhor

desempenho na produc¢ao de proteases extracelulares.

7.3.3 Produtividade de atividade proteolitica

As atividades proteoliticas dos extratos brutos obtidos nos ensaios E3 PMFL (4%
proteina de LRC) e E1 PFFLyoqif (6% de proteina de LRC e 6% de glicose), determinadas para
tempos de 3 e 6 horas de fermentacdo, sdo apresentadas na Tabela 7.7. Para estes valores,

foi realizado o teste de Tukey de comparacao de médias e calculadas as produtividades.

Tabela 7.7: Atividades proteoliticas dos extratos brutos e produtividade
Experimento 3h 6h

150



Ap (U/mL) Qpap (U/mL.h) Ap (U/mL) Qpap (U/mL.h)

E3 PMFL 2,6° 0,85 2,8° 0,46

E1 PFFLyodif 4,9° 1,63 4,6° 0,78
Letras sobrescritas iguais na mesma linha correspondem a valores estatisticamente iguais, a 5% de
significancia.

PMFL: Planejamento de misturas para fermentagdo lactica; PFFL,.q: Planejamento fatorial para
fermentacdo lactica modificado; Ap: Atividade proteolitica; Qpap: Produtividade de atividade proteolitica.

E possivel observar que os extratos de ambos os experimentos atingiram seus valores
maximos de atividade proteolitica jd no tempo 3 horas, segundo o teste de Tukey, indicado
pela mesma letra ‘@’ sobrescrita nos valores determinados. Neste intervalo de tempo,
comparativamente, o extrato E1 PFFL,.gi apresentou os melhores resultados, sendo a

produtividade cerca de duas vezes maior.

7.3.4 Purificagdo e recuperac¢ao de proteases

Apds separacdo das proteinas do extrato bruto E1 PFFLyogif, que gerou os maiores
valores de atividade proteolitica e de produtividade, foi realizada nova determinacao desta
atividade enzimatica, obtendo-se o valor de 145,5 U/g de precipitado proteico seco. Vale
ressaltar que este resultado foi comprometido ja que a recuperagao seguiu procedimentos
operacionais basicas. Portanto, em condi¢des otimizadas, poder-se-ia alcangar aumento

consideravel deste valor.

7.3.5 Discussao dos resultados

Nesta se¢do apresenta-se uma andlise comparativa dos resultados obtidos com
dados da literatura para producdo de proteases. Distintamente da discussdo apresentada no
Capitulo 6, que se ateve apenas a atividade proteolitica de cultivos de bactérias lacticas, sera
feito um detalhamento mais amplo considerando diversas espécies microbianas, diferentes
matérias-primas e meios de fermentacdao. Os Quadros 7.1 e 7.2 resumem os dados da
literatura para producdo de proteases, por fermentacdo submersa e por fermentacdo no
estado solido, respectivamente.

Analisando os quadros, observam-se varias publicagdes que compreendem diversos
micro-organismos como potenciais bioagentes para producdo de proteases, a partir de

variadas matérias-primas, incluindo rejeitos agroindustriais.
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Cabe ressaltar a dificuldade de comparacdo entre os resultados de atividade
proteolitica obtidos com dados da literatura, devido aos diferentes métodos de detec¢ao
empregados. Os métodos mais encontrados foram o da azocaseina e o da degradacdo da
caseina com detec¢do de tirosina, como produto da hidrdlise. Tzu-Wen, Jia-Lin e San-Lang
(2012) verificaram a influéncia da metodologia de determinacdo da atividade proteolitica
sobre as respostas nominais, encontrando 100% de atividade relativa entre o método da
caseina com detecgdo de tirosina e o método da azocaseina. Tal resultado permite se valer
da premissa de semelhanga entre estas metodologias e, consequentemente, comparar os
resultados com os trabalhos referendados nos quadros 7.1 e 7.2, que utilizaram uma destas
duas metodologias.

Como pode ser observado nos dois quadros, a composicdo dos meios e 0s micro-
organismos utilizados, apresentaram forte influéncia sobre as atividades proteoliticas
obtidas, variando estas respostas de cerca de 55 a 1000 U/mL, para fermentacdo submersa,
e entre 41 e 4035 U/g, para fermentacdo no estado sélido. No caso da fermentacdo
submersa, o maior valor de produtividade (linha 10, Quadro 7.1), que se destaca em relacao
aos demais, foi encontrado para o cultivo de um micro-organismo geneticamente
modificado em meio sintético. Para a fermentac¢do no estado sdlido, a maior produtividade
(linha 6, Quadro 7.2) corresponde ao extrato purificado por didlise e cromatografia, apds a
precipitacdo com sulfato de amonio.

Comparativamente, no presente trabalho, foram obtidos baixos valores de atividade.
No entanto, deve ser considerado que nos quadros foram compilados resultados de maxima
produtividade encontrada apds uma série de planejamentos e otimiza¢des, que incluem nao
apenas formulacdes do meio, mas também condicGes como pH, T, agitacdo, estratégias de
recuperagao/purificagdo, indculo, etc. Vale notar, ainda, os longos tempos de fermentacao,
sendo o menor deles pelo menos 10 vezes maior que o do presente trabalho, para um
micro-organismo geneticamente modificado (linha 10, Quadro 7.1). Para os demais
trabalhos, o menor tempo foi de 44 horas, cerca de 15 vezes maior que o tempo aqui
despendido, e empregando meio sintético (linha 7, Quadro 7.1). Para meios formulados
contendo apenas residuos como fonte exclusiva de nitrogénio, o menor tempo de

fermentacao foi de 72 h (linha 2, Quadro 7.1).
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Neste contexto, a maxima produtividade de atividade proteolitica, de 1,63 U/mL.h,
pode ser considerada satisfatéria, j4 que quando empregados residuos agroindustriais,
fortemente suplementados, foram alcancados valores entre 2,4 e 2,8 U/mL.h, para extratos
parcialmente purificados (Quadro 7.1).

E possivel, ainda, fazer uma correlacdo da atividade enzimatica obtida com a massa
de residuo LRC utilizada, permitindo a comparagdo com resultados da literatura para
fermentacdo no estado sélido (FES). Na melhor condicdo ensaiada (E1 PFFLyogif) foi obtida
produtividade de 12,4 U/h.g LRC, valor maior ao encontrado em trabalhos recentes que

também empregaram residuos, embora enriquecidos (Quadro 7.2).

Pode-se inferir que os resultados obtidos sdo relevantes, considerando questdes
como: o uso exclusivo de residuos como fonte de nitrogénio; o uso de bactérias lacticas,
geralmente reconhecidas como seguras (GRAS — generally recognized as safe); e o curto
tempo de fermentacdo. Atente-se que tdo somente a suplementacdo com glicose, com
ajuste do teor proteico, permitiu praticamente dobrar a producdao e produtividade de
proteases (Tabela 7.7). Ainda considerando que o emprego de meios ricos favorece a sintese
de proteases (Quadros 7.1 e 7.2), uma estudo mais aprofundado dos elementos nutricionais

poderia incrementar a atividade proteolitica.
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Quadro 7.1: Resumo de trabalhos da literatura sobre produgdo de proteases

Micro-organismo Fontesde Ce N (g/L) AP (U/mL)  Ti(h)  Qpap (U/mL.h) Referéncia
1 FP+CAS B. megaterium 10 + 10 (FP +CAS); 55 - - Dincer et al, 2014
B. licheniformis ) ) Magsoodi et al,
2 FS (imobilizado) 60 (GLI); 20 (FS); 177 72 2,4 2013
Residuos/ 10 (FT, FA, FM, FC, casca de arroz); Baiai Sharma e
3 Sintético B. cereus 5 (GLI, FRU, LAC, SAC, AM ou MAN); 180* 72 2,5 ) é'm h 2013
10 (PPT+EL, TG, TM, TS, TA, Ur, GEL, CAS ou (NH,),S0,); gn,
L - 10 (GAL, SAC, MALT, XY ou AM); 5 (CAS); "
4  Sintético B. subtilis 5.5 (PPT, (NHy), NOs, (NH,),50,, Ur, NH,Cl) 236 72 3,3 Pant et al, 2014
Residuos/ . . . .
5 sintético Microbacterium 10 (CAS, GEL, soja, farinha de penas, EL ou SL); 270 96 2,8 Thys et al, 2006
e .. . 10 (GLI, FRU, LAC, SAC, MALT); " .
6 Sintético P. aeruginosa 10 (PPT, EL, EC, NH,Cl, (NH,),S0, ou Na,NO) 349 48 7,3 Raj et al, 2012
7 Sintético B. licheniformis 0,6 (GLI); 4,7 ((NH4),HPO,); 390 44 8,9 Calik et al, 2002
Meio , 5 (GLI, FRU, LAC, SAC, MALT, XY ou AM) Kumar, Ananthan e
8 marinho Marinebacter 10 (CAS, PPT, SL, EC, K,NOs, Na,NOs, NH,CI) 487 72 6.8 Prabhu, 2014
Residuos/ . 10 (ARA, GLI, LAC, SAC, XY, glicerol); 10 (FT, FA, BG); " Rathod e Pathak,
9 intético B. alcalophilus 10 (CAS, GEL, PPT, TRIP, EL, EC, leite, FM, FS, etc.) >48 48 114 2014
10 Sintético B. licheniformis 2220 (GLI); 2 a 10 (PPT); 1000 32 31,3 Lin et al, 2014
(recombinante)
L. delbruecki subsp. 60 (glicose);
11 LR 4 1 P lh
¢ delbruecki 60 (proteina de LRC) 9 3 /63 resente trabalho

AP ..« = atividade proteolitica maxima (da melhor condigdo experimental ou apds otimizagbes); Tf = tempo de fermentagado; Qpap = produtividade de atividade proteolitica;
Referéncias dispostas em ordem crescente de AP ,,.

Fontes de Carbono: GLI = Glicose; XY = xilose; LAC = lactose; SAC = sacarose; FRU = frutose; ARA = arabinose; GAL = galactose; MALT = maltose; MAN = manose; AM =
amido; FT = farelo de trigo; FA = farelo de arroz; FM = farelo de milho; FC = farelo de cevada; FP = farinha de pao;

Fontes de nitrogénio: EL = extrato de levedura; EC = extrato de carne; PPT = peptona; TRIP = triptona; CAS = caseina; GEL = gelatina; SL = soro de leite; FS = farinha de soja;
TG = torta de gergelim; TM = torta de mostarda; TA = torta de algoddo; Ur = ureia;

*Trabalhos em que o extrato foi purificado por precipitagdo com sulfato de aménio, didlise e/ou cromatografia.
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Quadro 7.2: Resumo de trabalhos da literatura sobre produgdo de proteases por fermentagdo no estado sélido (FES)

Micro-organismo Fontes de C e N extras (g/L) AP, (U/gres)  Ti(h)  Qpap (U/h.gres) Referéncia

0a 20 (GLI); 0 a 50 (AM) "
1 FT,FSeSA A. oryzae 0220 (PPT ou EL) 41 48 0,85 Castro e Sato, 2014
2 FT,FSeSA A. oryzae - 58,87 48 1,23 Castro e Sato, 2013
3 FT,FSeSA A. niger - 186,42* 96 1,94 Castro, Nishide e Sato, 2014
4 Bagaco de tomate A. oryzae FT, CAS, (NH,4), NO; 2253 96 23,47 Belmessikh et al, 2013
5 Semente Jatropha curcas A. oryzae - 3094 96 32,23 Thanapimmetha et al, 2012
Esterco e cascas de banana GLI, TREA, MALT, XY ou AM " Vijayaraghavan, Lazarus e
® e macs B. cereus GEL, PPT, EL, Ur, CAS ou (NH,), NOs 4035 72 >6,04 Vincent, 2014
L. delbruecki 60 (glicose);

7 LR 7,2 12,4 P T lh

¢ subsp. delbruecki 60 (proteina de LRC) 37, 3 ! resente Trabalho

AP, = atividade proteolitica maxima (da melhor condigdo experimental ou apds otimizagGes); Tf = tempo de fermentagdo; Qpap = produtividade de atividade proteolitica;
Referéncias dispostas em ordem crescente de AP,,.

Fontes de Carbono: GLI = Glicose; XY = xilose; TREA = trealose; MALT = maltose; AM = amido; FT = farelo de trigo;

Fontes de nitrogénio: EL = extrato de levedura; EC = extrato de carne; PPT = peptona; CAS = caseina; GEL = gelatina; FS = farinha de soja; Ur = ureia; SA = semente de
algodao;

*Trabalhos em que o extrato foi purificado por precipitagdo com sulfato de aménio, dialise e/ou cromatografia.
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7.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

O fator concentracdo de proteinas apresentou maior efeito sobre a atividade
proteolitica, embora o aumento da concentragdo de glicose também tenha levado a
um aumento desta resposta;

O modelo obtido para a atividade proteolitica apresentou bom ajuste para toda a
regiao estudada pelo planejamento fatorial;

A reproducdo dos experimentos que geraram as melhores respostas de atividade
proteolitica permitiu observar significativo efeito de bloco, principalmente associado
ao fator indéculo, ndo estudado no presente trabalho;

Observou-se que ja no tempo de 3 horas de fermentacdo a atividade proteolitica ja
havia atingido seu valor maximo, aumentando a produtividade em 100% em relacao
ao tempo de 6 horas, tomado como base pelas conclusdes do capitulo anterior;

Na melhor condi¢do experimental, cujo meio de fermentacdao apresentou em sua
composicdo 6% de proteinas e 6% de glicose, foi obtido um extrato bruto com
atividade proteolitica de 4,9 U/mL, que apds precipitado, por adi¢do de etanol, e

filtrado, gerou um concentrado proteico de atividade 145,5 U/g.
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Capitulo 8

Produg¢do de mostos cervejeiros

Este capitulo visa a aplicacdo do extrato proteolitico produzido neste trabalho, na
producdo de mostos cervejeiros, que serdo submetidos a fermentagdo, em escala de
laboratério. Estas etapas, bem como, as andlises fisico-quimicas dos mostos e das cervejas
obtidas, foram realizadas nas dependéncias do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ),
campus Rio de Janeiro, nos laboratdrios de Tecnologia das Fermentagbes e Fisico-quimica de
Alimentos.

O desenvolvimento da metodologia analitica baseada em eletroforese capilar para
caracterizacdo dos mostos doces foi realizada no Laboratério de Quimica Analitica
Fundamental e Aplicada (LaQAFA) da Universidade Federal Fluminense (UFF), pela aluna de
doutorado Renata Corréa de Carvalho, sob supervisdo da profa. Flavia F. de Carvalho

Marques.

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir cervejas diferentes a partir de um planejamento fatorial;

e Caracterizar os mostos doces obtidos quanto ao: °Plato, extrato, teor de nitrogénio
total e teor de aminoacidos (FAN);

e Caracterizar as cervejas obtidas quanto: ao extrato real, ao teor alcodlico, a eficiéncia

da fermentacdo, ao teor de nitrogénio total e a massa de matéria coagulavel.
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8.2 MATERIAIS E METODOS
8.2.1 Agua

Para a produgdao dos mostos cervejeiros, foi utilizada agua da rede de fornecimento
estadual, filtrada em carvao ativado para remocao de cloro e outros interferentes, tornando-

a apta para consumo e propria para produgdo de cerveja.

8.2.2 Malte

Para a elaboragdo dos mostos cervejeiros foi utilizado malte tipo Pilsen (Figura 8.1A)
(Agromalte®, da Maltaria Agraria) por ser este o mais utilizado pelas cervejarias como base

para diversas formulacdes de cerveja.

8.2.3 Lupulo

Foi empregado lupulo na forma de pellets (Figura 8.1B), adicionado apenas uma vez,
ao inicio da cocgdo. O lupulo utilizado (Hallertau Perle, HGV®, Alemanha), continha 9,7% de

a-acidos.

8.2.4 Levedura cervejeira

Para fermentacdo do mosto cervejeiro foi utilizada levedura de baixa fermentacao,

Saccharomyces uvarum (W-34/70, Fermentis®, Franca), na forma liofilizada (Figura 8.1C).

Figura 8.1: Matérias-primas e bioagente.
(A) graos de malte; (B) lupulo em pellets; (C) levedura cervejeira liofilizada.
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8.2.5 Extrato proteolitico

Foi utilizado o extrato proteolitico parcialmente purificado (por precipitagdo com

etanol, Figura 8.2) obtido neste trabalho (Capitulo 7).

Figura 8.2: Purificagdo do extrato proteolitico por precipitacdo com etanol.
(A) e (B) homogeneizagdo apds adigdo de etanol PA; (C) extrato apds centrifugacdo.

8.2.6 Producgdo de mostos cervejeiros e fermentagao

Nesta etapa, foi verificada a influéncia da suplementacdo com extrato proteolitico
obtido (Item 8.2.5) na mostura, bem como a supressdo do pousio de atividade de proteases.
Foram produzidos quatro mostos cervejeiros seguindo um planejamento experimental
fatorial de dois niveis e dois fatores (Tabela 8.1). O primeiro fator definido, qualitativo, foi a
conducdo da mostura sem ou com degrau proteolitico, que consistiu em dois periodos de
pousio, a 45 e a 55°C, 15 minutos cada. Na auséncia do degrau proteolitico, semelhante a
pratica usual adotada pelas grandes indUstrias cervejeiras, a temperatura foi elevada
diretamente, sem pausa. O segundo fator, também qualitativo, foi a adicdo ou ndo de uma
quantidade fixa de extrato proteolitico. Foi empregada a dosagem de 0,75 U/g de malte

utilizado, valor maximo possivel disponivel para uso.

Tabela 8.1: Planejamento experimental para producdo dos mostos cervejeiros

Experimento Degrau proteolitico Extrato
P T (°C) t (min) enzimatico

45 15

1 T 1c Com (+)

c2 - Com (+)
45 15

s 55 15 sem (-]

c4 - Sem (-)
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A obteng¢do dos mostos cervejeiros foi realizada em escala de laboratoério, bécher de
2 L de capacidade, imerso em banho de aquecimento (NOVA ETICA), e acoplado a agitador
de hélice com regulagem de rotacdo (Fisatom, 713D) para homogeneizacdo do meio (Figura
8.3). A mostura foi conduzida de acordo com parametros operacionais a partir de uma
compilacdo de dados de literatura cientifica (DRAGONE e SILVA, 2010; PRIEST e STEWART,
2006; BRIGGS et al, 2004; BAMFORTH, 2003; LIMA et al, 2001; KUNZE, 1999), conforme

descrito a seguir.

Figura 8.3: Mostura em escala de laboratério.

O meio de mostura consistiu de mistura cereal:dgua na proporc¢do de 1:4 (m/v),
obtida pela adicdo de 200 g de malte Pilsen, moido em moinho de discos, a 0,8 L de agua
previamente aquecida a 35°C. A mistura foi enriquecida com cloreto de célcio (0,125 g/L),
com a finalidade de promover a estabilizacdo enzimatica, particularmente a estabilidade
térmica da a-amilase, e o pH, medido em pHmetro (PHTEK, modelo PHS-3B), ajustado para
faixa entre 5,2 e 5,4, pela adicao de acido lactico P.A., quando necessario.

Resumidamente, a Figura 8.4 apresenta as curvas de mosturagdo com o0s seus
respectivos degraus e rampas de aquecimento. Apds o arrio do malte em agua e adi¢do do
extrato proteolitico, a temperatura de 35°C foi mantida por 10 minutos, visando a

160



solubilizacdo do material soluvel presente no malte. Em seguida, deu-se inicio as rampas de
aguecimento, com taxa de elevagdo da temperatura de aproximadamente 1°C/minuto, até
que fosse atingida a temperatura do proximo degrau escolhido. As temperaturas
trabalhadas compreendem 45 e 55°C para atuagdo de proteases, 66°C para atuagdo da [3-
amilase e 72°C para atuagao da a-amilase. Os tempos de atuagao de cada grupo enzimatico

sao indicados na Figura 8.4.
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Figura 8.4: Curvas de mostura
(A) Com degrau proteolitico; (B) sem degrau proteolitico.

O mashout foi estabelecido em fungdo do teste de iodo (solugdo alcodlica de iodo em
iodeto de potassio 2%), quando foi considerado o desaparecimento da coloracdo roxa
intensa (que caracteriza a presenca de amido no meio) e surgimento de coloragdo
amarelada, tipica da solucdo de iodo. Para fins demonstrativos, antes de cada degrau, ao
longo de toda a curva de mostura, foi realizado o teste de iodo. Apds o degrau de atuacdo da
a-amilase, a temperatura foi elevada para 78°C, para inativacdo das enzimas presentes e

para facilitar a extracdo dos compostos do residuo sélido na etapa seguinte (clarificacdo).
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Apds a mostura, o mosto foi clarificado com auxilio de fundo falso perfurado (0,6 —
0,7 mm), pelo qual o liquido foi recirculado por aproximadamente 5 minutos, com retencdo
do bagaco de malte e formacdo de torta filtrante adequada (Figura 8.5), a fim de se obter a
limpidez desejada, observada visualmente. O bagaco foi lavado com agua secundaria
aquecida a 78°C, na proporc¢ao de 1:1 em relacdo a agua primaria, ou seja, 1,6 L, antes que
se esgotasse a primeira fracdo liquida, para evitar oxidacdo dos compostos do meio,

principalmente lipideos.

Figura 8.5: Bagaco de malte retido durante a clarificacdo do mosto doce.

Em seguida, o mosto obtido foi submetido a coc¢do em placas de aguecimento
(Figura 8.6) por 60 min., de forma que a perda de agua por evaporagao fosse entre 10 e 20%
(v/v). Programou-se a obtencdo de mosto de apronte com 9°Plato e 12 BU, que caracterizam
uma tipica cerveja American Light Lager. Durante a coccdo, foi feita a lupulagem, pela adicao
de lGpulo de aroma/amargor (Hallertau Perle, 9,7% a-acidos), fervido por 60 min., A massa
de lupulo adicionada foi calculada em func¢do do volume de mosto fervido, do amargor
desejado (12 BU) e do percentual de a-acidos presente no lupulo em pellets. Segundo a
tabela de KIopper4, para obtencdo de 12 BU, sdo necessarios 19 mg/L de iso-a-acidos. Para
tanto, foi considerada uma eficiéncia de 30% de isomerizagdao dos compostos de amargor
durante a fervura. Para cada litro de mosto foram adicionados 0,42 g de lupulo.

Apds o periodo de cocgcdo, o aquecimento foi interrompido e promoveu-se a

deposi¢do do coagulado proteico, trub quente (Figura 8.7-A) por forte agitagao manual em

* Atabela de Klopper apresenta a equivaléncia tedrica entre as concentragGes de a-acidos adicionados ao
mosto e o amargor (em BU) gerados na bebida.
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movimentos circulares, para atuacdo da forca centripeta, reproduzindo o efeito do

equipamento adotado na pratica industrial (whirlpool).

Figura 8.6: Cocgao dos diferentes mostos elaborados.

Apds a remocdo do trub quente, em filtro de papel (Figura 8.7-B), o mosto foi
resfriado, teve seu extrato ajustado para 9°Plato e inoculado com a levedura cervejeira
liofilizada, na concentracdo de 1 g/L, recém hidratada em 10 mL de 4gua fria e estéril para
cada grama de fermento. A fermentacdo foi conduzida em frascos tipo Erlenmeyers (Figura
8.7-C) por 6 dias em temperatura de aproximadamente 15°C (estufa incubadora CALTECH,
EI-O8A-F). Apds este tempo, a massa de leveduras foi removida e a cerveja verde maturada

por 7 dias em baixas temperaturas (4°C).

Figura 8.7: Produgdo da cerveja.
(A) mosto amargo com trub quente; (B) remocédo do trub quente por filtracdo; (C) fermentacao.
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8.2.7 Determinagdes analiticas

Os mostos doces obtidos foram submetidos as seguintes andlises:
- °Plato (por refratometria);
- Extrato*;
- Nitrogénio total (método de Kjeldahl?);

- FAN — free amino nitrogen (método da ninhidrina®);

Adicionalmente, os mostos doces tiveram seu perfil de aminodacidos caracterizados
por eletroforese capilar. Os estudos iniciais foram conduzidos em capilar de silica fundida de
60 cm de comprimento total (Liot) (51,5 cm até o detector - Les) € 50 um de didametro interno
(d.i.), devidamente adaptado ao alinhador e ao cassete que protege o capilar. O
comprimento de onda utilizado para detec¢ao foi 195 nm, o potencial aplicado durante as
corridas foi de 20 kV e a temperatura mantida constante em 20 °C. As amostras foram

introduzidas pelo modo hidrodindmico com pressao de 50 mbar durante 15 s.

As cervejas foram submetidas as analises de:
- Determinacdo do teor alcodlico*
- Extrato Real**
- Eficiéncia da fermentacdo*
- Nitrogénio total (método de Kjeldahl);
- FAN — free amino nitrogen (método da ninhidrina®);

- Massa de matéria coagulavel®;

Todas as analises assinaladas com asterisco (*) foram realizadas em equipamento
especifico (Alcolyzer Beer ME, Anton Paar, DMA 4500M), disponibilizado pelo IFRJ. Para as

analises realizadas em duplicatas, foi realizado o teste de Tukey para compara¢ao de médias.

! Corresponde ao % m/m de sélidos dissolvidos.

? AOAC, 1975.

* EBC, 1987; ASBC, 1976.

N Corresponde ao % m/m de soélidos dissolvidos considerando-se a alteragdo de densidade causada pela
presenca de etanol.

® EBC, 1987; ASBC, 1976.

6 Ap0s fervura (por 2h), e filtragdo da massa coagulada.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 8.8-A apresenta os testes de iodo realizados apds o degrau de 35°C para os 4
mostos produzidos. Os resultados foram comparados pelos pares das amostras, C1/C3 e
C2/C4, que diferem entre si pela adicdo do extrato de proteases; o primeiro par difere do
segundo pela manutencdo do degrau proteolitico durante a mostura. As amostras dos
mostos C1 e C2 apresentam coloragdo ligeiramente mais escura do que as amostras C3 e C4,
respectivamente. O amido (mais especificamente sua fracdo de amilose) tem capacidade de
complexar o iodo em sua estrutura tridimensional, formando um complexo de coloragao
azul escura/roxa intensa. Pode-se dizer, entdo, que a adicdo de enzimas proteoliticas teve

efeito sobre a liberagdo da fracdo amildcea para o meio.

» (Clp o (C2 _ao. (GB) > (C4ANS

— —

(C1)

Figura 8.8: Teste de iodo nos diferentes meios de mostura
(A) apds degrau 35°C; (B) apds degrau de 66°C; (C1) com degrau e extrato; (C2) sem degrau e com extrato; (C3)
com degrau e sem extrato; (C4) sem degrau e sem extrato.

Esta hipdtese é corroborada pelo conhecimento e detalhamento da estrutura do grao
do malte de cevada. Sabe-se que na parte interna do grdo localiza-se o endosperma
amildceo, como reserva energética, aprisionado em uma matriz proteica, rica em hordeinas
(proteinas estruturais insollveis), envolta por uma tripla camada, também proteica,

chamada aleurona (LEWIS e YOUNG, 2001; HUGHES, 1996). Durante a mostura, a protedlise
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consiste principalmente na quebra destas moléculas proteicas, de forma que a supressao
dos degraus proteoliticos (45 e 55°C) acarreta em reduzida atuag¢dao nesta fragdo, e
consequentemente menor exposicao da fracdo amildcea. Desta maneira, pode-se inferir que
as proteases adicionadas ao meio de mostura promoveram maior a¢dao sobre a fragao
proteica do grao.

A Figura 8.8-B apresenta o teste de iodo realizado apds o degrau de 66°C, para os
diferentes mostos preparados. Os tubos contendo os mostos Cl1 e C2 apresentaram
coloragcdo roxa menos intensa (ou mais amarelada) que os tubos com as amostras dos
mostos C3 e C4, respectivamente. A degrada¢ao do amido em sacarideos de baixa massa
molar resulta em alteracdo da coloracdo da amostra, que tende para a cor amarelada,
natural do iodo. Aparentemente, a adicdo de enzimas proteoliticas exdgenas (C1 e C2) e,
consequente, maior exposicdo da fracdo amildcea concorreu para uma mais eficiente e
rapida hidrdlise do amido. Observa-se, ainda, que a adi¢cdo de proteases exdgenas teve mais
efeito quando ndo realizado o degrau proteolitico, evidenciado pela analise visual do par
C2/C4 em comparagdo ao par C1/C3.

Os parametros avaliados para caracterizacdo dos mostos doces obtidos sdo
apresentados na Tabela 8.2, sendo os dados do teor de nitrogénio total (Nit) € de
aminodcidos (FAN) analisados pelo teste de Tukey de compara¢ao de médias.

A adicdo de proteases durante a mostura promoveu ligeiro aumento do extrato, medido
em Alcoolyzer, e do °Plato medido por refratometria, do mosto doce C2 em relagdo ao
mosto doce C4 (Tabela 8.2). Este resultado corrobora a hipétese de que uma maior atividade
proteolitica no meio de mosturacdo favorece maior liberagao das fragdes de amido, que, por
sua vez, se apresentaram mais disponiveis para atuagdao das amilases. Entretanto, pouca
diferenca foi observada entre os extratos do par C1/C3, indicando que a adi¢do do extrato
proteolitico exdgeno teve maior efeito quando os mostos ndo foram submetidos ao degrau
de proteases (do malte) durante a mostura.

No que tange ao teor de acguUcares redutores ndo houve variacdao expressiva, estando os
valores compreendidos na faixa de 5 a 5,5% (m/v), por isso os dados ndo participaram na
compilacdo da tabela. Provavelmente, isto decorreu do prolongado tempo de atuacdo da B-

amilase (40 minutos), enzima principal responsavel pela geracdo de acucares redutores a
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partir da hidrélise das fragdes amilaceas. Portanto, a suplementacdo com enzimas
proteoliticas apresentou pouco efeito sobre a disponibilidade de agucares fermentesciveis.
Em geral, para as industrias cervejeiras, o teor de extrato tem mais relevancia que o teor
de agucares redutores, por ser a medida empregada nos cdlculos de rendimento e eficiéncia
da mostura. Além disto, tem efeito sobre importantes caracteristicas sensoriais da cerveja,

principalmente no que diz respeito aos aspectos texturais.

Tabela 8.2: Caracterizagdo dos mostos doces

Mosto Doce**

A %
Parametros ) G G C
E (% m/m) 8,4 8,8 8,5 8,3
°Plato 8,4 8,9 8,8 8,5
Niotal (%) 0,040? 0,041° 0,045* 0,037°
FAN (mg/L) 208! 330° 250* 212°
Redugdo Niota Na cocgdo (%) 5,4 9,6 7,1 12,5

Letras e numeros diferentes sobrescritos na mesma linha correspondem a valores
estatisticamente diferentes, a 5% de significancia;

O teste foi realizado aos pares (C1/C3 e C2/C4);

*E: extrato; Nyow: Nitrogénio total; FAN: free amino nitrogen (equivalentes de glicina);

**C1: com degrau e extrato; C2: sem degrau e com extrato; C3: com degrau e sem extrato; C4:
sem degrau e sem extrato.

Para o teor de nitrogénio total, observa-se pequeno aumento, embora estatisticamente
significativo (teste de Tukey, Tabela 8.2), do mosto C2 em relagdo ao mosto C4. Isto sugere
gue as proteases adicionadas promoveram maior extracdo dos compostos nitrogenados do
malte para o mosto. Mesmo com a baixa atuacdao das proteases sobre a fracao proteica
insoluvel do malte, a adicdo das enzimas proteoliticas promoveu alteracdes na composicao
do mosto doce, fundamentais para o perfil dos compostos nitrogenados soluveis presentes.
A analise comparativa do teor de aminodcidos (free amino nitrogen) entre os mostos C2 e C4
mostra que o maior valor foi determinado quando houve suplementacdo de proteases na
mostura (330 e 212 mg/L, respectivamente).

Comportamento diferenciado foi observado para o par de mostos C1/C3.
Estranhamente, o mosto suplementado com o extrato proteolitico produzido neste trabalho
(C1) apresentou menor teor de nitrogénio total e, particularmente, menor teor de
aminodcidos que o mosto C3 (Tabela 8.2).

De modo geral, em condicdo de baixa disponibilidade de aminoacidos, a levedura

cervejeira apresenta alteracdes metabdlicas, o que resulta na geracdo de diferentes
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subprodutos de fermentacdo (BRIGGS et al, 2004). Desta maneira, a suplementacdo de
proteases sobre a mostura pode apresentar efeito positivo sobre a qualidade sensorial da
cerveja.

Evidenciam-se, ainda, perdas diferenciadas de nitrogénio total durante a cocgdao dos
mostos doces. Na presenca de proteases exdgenas (C1 e C2) houve menores perdas
percentuais deste conteudo (Tabela 8.2). Sabe-se que durante a etapa de cocgao, proteinas
de elevada massa molar tendem a perder dgua de solvatacao, coagulando, além de sofrerem
complexacdo entre si, com formagdo do chamado trub quente, insoluvel, que precipita e é
removido (BARCHET, 1993). Desta maneira, a adicdo de enzimas proteoliticas exdgenas
durante a mostura pode ter promovido diminuicdo da massa molar das proteinas presentes,
reduzindo a intensidade com que esta coagulacdao ocorreu em alta temperatura. Quanto
menor a perda de compostos nitrogenados durante a coccao, melhor a qualidade nutricional
do mosto, para a atuacdo da levedura cervejeira, e do produto final.

A Figura 8.9 apresenta os eletroferogramas obtidos para a caracterizacdo dos mostos
doces obtidos, cujo procedimento ainda estd em fase validacdo. A andlise dos dados
preliminares indica perfis bastante semelhantes para cada par (C1/C3 e C2/C4). As principais
diferengas existentes entre os mostos C2 e C4 estd na drea correspondente aos picos, que
remete a concentra¢gdo dos aminoacidos correspondentes. Observa-se que para o mosto
adicionado de proteases (C2), os picos sdo maiores ou similares aos do mosto ndo
adicionado de proteases (C4), corroborando os resultados obtidos para o teor de FAN (free
amino nitrogen), apresentados na Tabela 8.2. J4 entre os mostos C1 e C3, observam-se picos
de mesma drea ou com pequena varia¢do; notando-se, ainda, que o mosto C3 apresenta
alguns picos ndo detectados para o mosto C1, entre o tempo de migracdo de 9 e 10 min,,
aproximadamente. Adicionalmente, uma pequena diferenca entre os perfis dos
eletroferogramas dos quatro mostos péde ser observada entre os tempos de migracdo de 8
e 10 min.; picos que nao foram identificados na solugdo padrao dos aminoacidos. Vale notar,
ainda, que para estas amostras o aminodacido cisteina so6 foi detectado no mosto C1.

Estes resultados ratificam que a adicdo do extrato proteolitico teve acdo sobre a fracdo
proteica do malte, seja aumentando o teor de aminoacidos e/ou outros compostos
nitrogenados de baixa massa molar, ou alterando o perfil dos compostos nitrogenados como

um todo.
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Figura 8.9: Eletroferogramas dos mostos obtidos em 195 nm.
CondicGes: BGE composto por tampao borato 50 mmol L'em pH 10,1, capilar de silica fundida (L;,; = 60 cm, Lt
= 51,5 cm, d.i. = 50 um); temperatura de 20 °C; diferenca de potencial aplicada de 20 kV e injecdo
hidrodinamica da amostra com pressdo de 50 mbar por 15 s. (Andlise realizada por Renata Correa de Carvalho).

A Tabela 8.3 apresenta os parametros de analises das quatro cervejas obtidas. Observa-

se pequena variacdo entre os extratos finais, embora os teores alcodlicos tenham sido

bastante semelhantes. Estes valores permitiram calcular as eficiéncias da fermentacao, cujos

maiores valores corresponderam as condi¢des C2 (sem degrau e suplementacdo de enzimas)

e C3 (com degrau). Adicionalmente, comparando C2 e C4, que se diferenciaram pela adicdo

de protease exdgena, obteve-se aumento da eficiéncia de fermentacao.

Tabela 8.3: Caracterizagdo das cervejas

Parametros* Cerveja™
C: C, Cs
Er (% m/m) 3,1 3,5 3,4
Niotal (%) 0,027 0,020 0,028 0,025
FAN (mg/L) 118 89 121
Etanol (%v/v) 3,6 3,7 3,8
Massa coagulavel (g/L) 4,5 4,8 5,0
Eficiéncia Fermentacdo (%) 92 98 97

*E = extrato; N, = nitrogénio total; FAN = free amino nitrogen (expressos em equivalentes de

glicina); Massa coagulavel = massa de material coagulado apds fervura por 2 horas;

**C1: com degrau e extrato; C2: sem degrau e com extrato; C3: com degrau e sem extrato; C4:

sem degrau e sem extrato.
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Evidencia-se correlacdo entre o teor de nitrogénio total e FAN, sendo os maiores valores
referentes as cervejas C1 e C3, ambas obtidas de mostos sem suplementacao de proteases.
Entretanto, o maior consumo de aminodcidos na fermentacao foi observado para a cerveja
C2, obtida para a mosturagao sem degrau proteolitico e adicionada de proteases.

A Tabela 8.3 indica que a maior massa de matéria coagulavel por fervura foi obtida para
a cerveja C4 (sem degrau e sem suplementacgao de proteases), seguida das cervejas C3, C2 e
C1, nesta ordem, sendo as trés ultimas com valores bastante préximos. O material
coagulavel pode ser associado a coagulacdo de proteinas de elevada massa molar, sendo a
reducdao de sua concentracdao benéfica para a estabilidade coloidal da bebida, evitando sua
turvacdo precoce durante o periodo de transporte e estocagem (BAMFORTH, 2009).
Portanto, os resultados obtidos, ja esperados, indicam o efeito positivo, quer do degrau de
proteases quer da suplementacdo com proteases exdgenas, sobre o perfil de compostos

nitrogenados presentes no mosto e na cerveja.

Alguns autores avaliaram a suplementacdo da hidrélise de matérias primas amildceas
com proteases comerciais, seja para a producdo de bebidas ou de etanol combustivel, com a
obtencdo de mostos de alta densidade (high gravity) ou mostos comuns. Seja em mostos de
trigo (JONES e INGLEDEW, 1994), de sorgo (PEREZ-CARRILO et al, 2012), de milho
(JOHNSTON e McALOON, 2014; KLOSOWISKI et al, 2010), ou de malte de cevada tradicional
(LEI, ZHAO e ZHAO, 2013; LEI et al, 2013), foram obtidos como respostas: aumento na
concentracdo de aminodcidos; aumento do rendimento de mostura; aumento da eficiéncia e
da produtividade da fermentacgdo alcodlica; e, em alguns casos, o aumento da biomassa
celular ao final da fermentacao.

Em suma, os resultados obtidos indicam que a adicao do extrato proteolitico teve efeito
sobre a fracdo proteica do grao, com significativas alteracdes das caracteristicas dos mostos
e das cervejas obtidas. Entretanto, sugere-se que a dosagem de proteases suplementada

seja otimizada, uma vez que este ndo foi o objeto deste estudo.
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8.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

e A adicdo de extrato proteolitico durante a mostura promoveu aumento do extrato,
do teor de nitrogénio total e do teor de aminoacidos no mosto doce, além da
reducdo da perda de nitrogénio durante sua cocc¢ao;

e Foram observadas diferencas nos eletroferogramas obtidos para cada mosto,
indicando alteragdes no perfil de aminoacidos presentes e, principalmente, em sua
concentragao;

e A cerveja obtida a partir do mosto adicionado do extrato proteolitico apresentou
maior eficiéncia de fermentacdo e reducdo da massa de matéria coaguldvel apds

fervura.

Estes resultados indicam o potencial de aplicagcdo do extrato proteolitico obtido a partir
da fermentacgdo lactica dos residuos cervejeiros (Capitulos 6 e 7) no préprio processo
cervejeiro, apesar de sua utilizacdo ser possivel em inimeros processos enzimaticos da

industria de bioprocessos e alimentos.
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Capitulo 9

Conclusoes gerais e perspectivas futuras

9.1 CONCLUSOES GERAIS

Com base em todos os resultados obtidos ao longo dos capitulos experimentais, foi

possivel concluir que:

e Os residuos cervejeiros, bagaco de malte, trub quente e levedura residual, brutos
apresentaram potencial para o cultivo de bactérias lacticas, sendo a formulagdo a
base dos trés residuos combinados a que resultou nos maiores valores de acidez final
e produtividade (expressas em dacido lactico).

e O meio constituido exclusivamente de levedura residual cervejeira (LRC) apresentou
o melhor resultado para a atividade proteolitica do extrato bruto;

e A atividade de proteases foi favorecida pela adicdo de glicose ao residuo cervejeiro
LRC, embora estatisticamente tenha sido comprovada a maior influencia do teor
proteico sobre esta resposta.

e A condi¢do que resultou em maxima atividade proteolitica, de 4,9 U/mL em trés
horas de fermentacao, foi 6% de glicose e 6% de proteina total proveniente de LRC;

e A purificacdo parcial do extrato proteolitico bruto por precipitacdo com etanol
seguida de filtracdo em membrana gerou concentrado enzimatico de atividade
proteolitica de 145,5 U/g.

e O emprego do extrato proteolitico obtido na producdo de cerveja apresentou
resultados relevantes, como: aumento do extrato no mosto doce; aumento do teor
de nitrogénio total e de aminodacidos; alteracdo do perfil e menor perda de
compostos nitrogenados durante a coccdo do mosto; aumento da eficiéncia da

fermentacdo e reducdo do teor de matéria coaguldvel no produto final.
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9.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar parametros de fermentacao lactica para obten¢do do extrato proteolitico a
partir do residuo cervejeiro;

e \Verificar fontes alternativas de baixo custo para fornecimento de agucar
fermentescivel ao meio contendo LRC, em substituicdo a glicose;

e Definir condi¢des 6timas de pH e temperatura para atuacao do extrato de proteases;

e Caracterizar a bioquimica do processo de hidrélise pelo extrato proteolitico;

e Avaliar procedimentos de recuperacdo e purificagao das enzimas;

e Avaliar a dosagem de suplementacdo de proteases durante a mosturacao.
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Capitulo 11

Apéndice

11.1 CURVA PADRAO DO METODO DO DNS PARA DETERMINAGAO DO TEOR DE ART
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Figura Al: Curva padrdo do método do DNS
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