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RESUMO

A cerveja, bebida industrializada produzida em sua grande proporcao
por adjuntos como o arroz e milho, vem se modernizando e acaba por
modificar o gosto dos brasileiros. Essa modernizagdo, atualmente tem
como base fundamental, a lei da pureza alemd de 1516, na qual a
composicdo da cerveja € essencialmente de cevada maltada, lupulo,
agua e leveduras. Este uso de ingredientes mais nobres para a producgdo
de cerveja gera produtos com maior qualidade, grande variedade de
aromas e sabores. Partindo-se deste ponto, as microcervejarias e
cervejarias artesanais tem explorado a cerveja puro malte. Além disso, a
insercdo de notdveis adjuntos como: café, mandioca, rapadura, castanha
do para, cascas de laranja, semente de coentro, pimenta e guarana tem
ganhado publico e prémios mundo afora. Com intuito de preservar,
fortalecer e resgatar os costumes como parte do patrimdnio cultural, a
proposta deste trabalho estd em utilizar o pinhdo como parte integrante
na elaboracao de uma cerveja tipicamente regional. Semente do pinheiro
(Araucaria angustifolia) se estende na parte leste e central do planalto
meridional do Brasil, compreendendo em sua maior parte os estados do
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Devido a importancia
econdmica da espécie, foi gerado um intenso processo de exploragdo
madeireira predatoria, resultando atualmente em remanescentes
fragmentados e empobrecidos que somam percentuais entre 21,9 a 26,9
%, da éarea original no Estado de Santa Catarina. O pinhdo apresenta um
valioso teor nutricional e energético, podendo ser considerado uma fonte
de amido, fibra dietética, proteinas, vitaminas do complexo B, célcio,
fosforo, magnésio e cobre, constituindo assim um alimento de grande
importancia na seguranga alimentar, principalmente das comunidades
rurais da regido serrana de Santa Catarina. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar o amido da farinha de pinhdo através de analise centesimal,
microscopia eletronica de varredura e uso da técnica de
viscoamilografia. Além disso, as determinagdes fisico-quimicas ¢ as
correlagdes com potencias redox na viabilidade da levedura cervejeira
foram avaliadas. Foi ainda avaliada a analise por cromatografia gasosa
com deteccdo de massas das formula¢des de cerveja produzida com
zero, 20 e 50 g/100g em massa de pinhdo em substitui¢do ao malte.

Palavras chave: Cerveja, Adjuntos, Pinhdo (Araucaria
angustifolia), Extrato soluvel.



ABSTRACT

Beer, an industrialized beverage produced in large proportion by
adjuncts such as rice and corn, has been modernizing and ultimately
changing the taste of Brazilians. This modernization now has as its
fundamental basis the law of German purity of 1516, in which the
composition of beer is essentially malted barley, hops, water and yeast.
This use of noble ingredients for brewing produces products with higher
quality, great variety of aromas and flavors. Starting from this point,
microbreweries and craft breweries have explored the pure malt beer. In
addition, the inclusion of notable adjuncts such as coffee, cassava,
rapadura, brazil nut, orange peels, coriander seed, pepper and guarana
has won public and prizes worldwide. In order to preserve, strengthen
and recover customs as part of the cultural heritage, the purpose of this
work is to use pinhdo as an integral part in the elaboration of a typical
regional beer. Seed of (Araucaria angustifolia) extends in the eastern
and central parts of the southern plateau of Brazil, comprising mostly
the states of Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul. Due to the
economic importance of the species, an intense predatory logging,
currently resulting in fragmented and impoverished remnants that add
up to between 21.9 and 26.9 % of the original area in the State of Santa
Catarina. Pinhdo presents a valuable nutritional and energetic content,
being considered a source of starch, dietary fiber, proteins, vitamins of
the complex B, -calcium, phosphorus, magnesium and copper,
constituting a food of great importance in food security, mainly of the
communities areas of mountain region in Santa Catarina State. The
objective of this work was to characterize the pinhdo flour starch
through centesimal analysis, scanning electron microscopy and
viscoamilography  technique. In  addition,  physico-chemical
determinations and correlations with redox potencials and viability of
brewer's yeast were evaluated. Gas chromatography analysis with mass
detection of beer formulations produced with zero, 20 and 50 g/100g by
mass of pinhdo flour in substitution of malt was also evaluated.

Keywords: Beer, Adjuncts, Pinhdo (Araucaria angustifolia),
soluble extract.
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Glosséario
Beautiful Beer — Movimento surgido na Inglaterra com o objetivo de
disseminar e valorizar a cultura cervejeira, principalmente por meio do
reposicionamento do produto a partir da antiga imagem de bebida
popular e de pouca sofisticagdo para uma nova e moderna
personalidade.

BJCP (www.bjcp.org) — Uma das classificagdes mais aceitas
mundialmente ¢ o Guia de Estilos do Beer Judge Certification Program
(BJCP), elaborado por uma associacao sem fins lucrativos, fundado no
Colorado (EUA), em 1985, durante a American Homebrews Association
Annual Conference, que nasceu da necessidade de uniformizar critérios
de identificacdo e julgamento de estilos de cerveja e formar criticos e
avaliadores de cerveja. O BJCP ¢ adotado nos concursos cervejeiros
Americanos e de muitos outros paises, inclusive no Brasil, no festival
nacional da cerveja, na cidade de Blumenau-SC.

Camra — Abreviagdo de Campaign for the Real Ale, movimento iniciado
na Inglaterra em 1971 para resgatar e promover a tradicdo das antigas
cervejas Ale inglesas cask-conditioned.

Homebrew — Produgao de cerveja em instalagdes caseiras, em pequenas
quantidades e de forma artesanal.

Lei de Pureza — Lei estabelecida em 1516, pelos duques Wilhelm IV e
Ludwig X, para regular a produgdo de cerveja a época. A partir de entdo,
s6 foi permitida a fabricacdo de cervejas que utilizassem malte de
cevada, agua e lapulo (fermento e fermentagdo eram desconhecidos).
Em 1906, a Lei foi modificada para acrescentar o fermento e admitir o
trigo como adjunto. Foi revogada em 1987, depois de muita pressdao
internacional, mas continua sendo uma exigéncia do consumidor alemao
e uma boa referéncia de qualidade em todo o mundo. Em alemdo
Reinheitsgebot.

Premiumriza¢do — Processo de diferenciagdo do produto. O mercado
tem demonstrado um movimento natural de premiumrizagdo, mas o
processo deve ser feito com cuidado porque existem riscos, como
banalizacdo e uso indevido do termo. Quando todas as marcas
apresentam linhas premium, o consumidor pode ter a percepgdo de que
todas sdo iguais, o que representara uma perda para o mercado em geral.
Por outro lado, a alta competi¢do dentro do segmento também faz com


http://www.bjcp.org/

que as empresas busquem aprimorar ainda mais o que ¢ oferecido. Isso é
benéfico para o cliente, que leva pra casa algo ainda melhor.

Cerveja tipo Ales — Cerveja de alta fermentagdo, na qual as leveduras no
inicio do processo fermentativo tendem a ficar no topo do fermentador.
A temperatura de fermentagdo ocorre em torno de 18 a 25 °C.

Cerveja tipo Lager — Cerveja de baixa fermentagdo, na qual as leveduras
no inicio do processo fermentativo estdo no fundo do fermentador. A
temperatura de fermentacdo ocorre em torno de 9 a 15 °C.
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1. INTRODUCAO

Com a globalizacdo de mercado e as fusdes de cervejarias, a
indastria se consolidou num grande mercado por todo o mundo. No
Brasil, em 1999, a fusdo das Cervejarias Centenarias Brahma e
Companhia Antarctica fez surgir a Ambev — Companhia de bebidas das
Américas (AMBEYV, 2014). A criagdo da Ambev e sua posterior fusdo
com a gigante belga Interbrew, resultou na InBev. Em 2008, a cervejaria
InBev concluiu a compra da cervejaria americana Anheuser-Busch,
fabricante da Budweiser, criando assim o maior grupo cervejeiro do
mundo, AB-InBev. Estes foram os fatos mais marcantes da historia da
cerveja brasileira e mundial das Gltimas décadas (CARVALHO, 2009).

O Brasil ocupa atualmente a 3" posicdo mundial em producdo de
cerveja, com uma producdo de cerca de 14 bilhdes de litros/ano
(CERVBRASIL, 2016), atras apenas da China (45 bilhdes) e Estados
Unidos (35 bilhdes), superando a Russia (11,6 bilhdes) e a Alemanha
(10,8 bilhdes). O segmento cervejeiro responde por mais de 70 % do
mercado de bebidas alcoolicas, com faturamento anual de cerca de R$
77 bilhdes em 2016 (CERVBRASIL, 2016).

Com cerca de 2,2 milhdes de pessoas empregadas ao longo de sua
cadeia, o segmento ¢ um dos maiores empregadores do Brasil. Somente
em 2016, o setor da cerveja gerou R$ 23 bilhdes em impostos. Como
possui um efeito multiplicador na economia, sua atuacdo movimenta
uma extensa cadeia produtiva que ¢ responsavel por 1,6 % do PIB e 14
% da industria de transformagdo nacional, Figura 1 (CERVBRASIL,
2016).
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Figura 1. Cadeia de valores do setor cervejeiro (CERVBRASIL, 2016).
A cerveja no Brasil criou a cultura de consumo do tipo Pilsen.

Sob o0 dominio de algumas poucas marcas e com a mesma equivaléncia
entre seus rotulos, a cerveja no Brasil, sempre teve um tratamento mais
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de refresco do que de bebida alcodlica, sendo tradicionalmente abordada
como uma bebida gelada pouco sofisticada (RONALDO, 2009). O
brasileiro foi acostumado a beber sé esse tipo de cerveja e também
aprendemos que cerveja ¢ para ser bebida gelada e em ambientes
festivos. Por um periodo esses argumentos de vendas surtiram efeitos,
os consumidores optavam pelos produtos e as empresas fabricantes
reduziam os custos oferecendo um portfolio pequeno. O ganho se dava
em volume. Isso continua acontecendo, mas as opgdes aumentaram, seja
pela grande oferta de roétulos oferecida pelas microcervejarias, ou
mesmo pela pouca oferta oferecida pelas grandes empresas (PARRA,
2015a). Por outro lado, este avanco das fusdes de megacervejarias
propiciou uma boa chance de investimento no segmento de
microcervejarias, possibilitando assim ao consumidor ter novas
experiéncias na degustacdo de cervejas especiais, que a maioria das
grandes cervejarias normalmente ndo pode oferecer (REINOLD, 2011a).
Esse movimento pelo gosto de novos sabores comegou a ser consolidada
dentro e fora do setor cervejeiro, e nas ultimas décadas com uma onda,
surgiu o renascimento da cerveja. O movimento comegou na Inglaterra
em 1972, com a preocupagdo da crescente massificagdo e
industrializacdo da cerveja, como o beautiful beer ¢ o CAMRA
(Campaign for Real Ale), e nos Estados Unidos se iniciou em 1979,
quando o entdo Presidente Jimmy Carter, revogou as restricdes a
producdo de cerveja caseira. Esta foi uma das principais razdes da
popularidade do movimento de fabricar cerveja em casa (homebrewing)
que tomou conta do Canada e EUA e chegou finalmente ao Brasil. A
filosofia destes movimentos que tem por base o resgate da histdria, da
cultura e do prazer de se fazer e consumir boas cervejas, associadas a
gastronomia de qualidade, acabou por atingir o Brasil no final dos anos
de 1980 (RONALDO, 2009).

Nesse contexto, surgiram as cervejarias artesanais € oS
cervejeiros caseiros (homebrew) que t€ém como atragdo a producdo da
propria cerveja, ao contrario da maioria das cervejas produzidas pelas
grandes cervejarias e disponiveis para o consumidor comum da grande
distribui¢do (FERREIRA, VASCONCELOS ET 4L., 2011). No Brasil,
observa-se uma iniciativa em consolidar esse movimento, exemplo disso
¢ a criagdo das Acervas, conhecidas como Associagoes de Cervejeiros
Artesanais, que sdo entidades criadas com intuito de fomentar o
desenvolvimento e a cultura cervejeira. Essas associa¢des tém por base
contribuir para o avango ¢ a consolidagdo do movimento recém chegado
ao Brasil ¢ que mudou a histéria da cerveja ao redor do mundo,
chamado de The Craft Beer Renaissence: O renascimento da Cerveja
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Artesanal (BIANCOLILLO, BUCCI ET 4L., 2014), e como 0 nome
sugere, trata-se de um resgate das milenares tradigdes de produgao.

Atualmente no Brasil, para defender os interesses do setor e
representar as inddstrias perante o mercado nacional, foi criada em
outubro de 2013 a Associacdo Brasileira de Microcervejarias e
Empresas do Setor Cervejeiro (Abracerva). Estima-se que existam cerca
de 675 microcervejarias em atividade no pais, principalmente
concentradas nas regides Sul e Sudeste (MAPA, 2017; ABRACERVA,
2018). Enquanto o mercado de mainstream ficou com um crescimento
de 1 %/ano, as cervejas especiais cresceram entre 10 e 15% em 2015. As
vendas das microcervejarias representam algo proximo de 0,5 % do
mercado de 13,5 bilhdes, algo préximo de cerca de 70 milhdes de litros.
Ainda € pequeno, mas segundo um estudo da Mintel Group o negocio de
cervejas diferenciadas cresceu 36 % de 2010 a 2013, o que demonstra
que o mercado brasileiro passa por um processo de “premiumrizagao”
da bebida (PARRA, 2015a). Esses valores refletem o surgimento de
novas microcervejarias, que chegam a uma crescente no pais, em um
mercado dominado por quatro grandes empresas: AB-InBev com 67,12
% do mercado; Brasil-Kirin que recentemente adquiriu a Heineken
ficando com 18,79 % e a Cervejaria Petropolis com 12,4 %, a tinica com
exclusivo capital nacional (REINOLD, 2013).

As cervejas artesanais apresentam diferenciacdo no processo e
emprego de matérias primas se comparadas as cervejas comercializadas
e populares. Esse termo, no Brasil, refere-se as cervejas tanto
importadas quanto as produzidas de “forma caseira”, ou até mesmo nas
microcervejarias, que utilizam matérias primas de alta qualidade, com
pouco ou nenhum aditivo, além de equipamentos de menor capacidade.
Porém, possuem uma maior atencdo em sua producdo, elaborando
cervejas diferenciadas, que contenham formulagdes tradicionais e
antigas, originando resultados bem interessantes e proprios (REINOLD,
2011b).

Algumas dessas cervejas especiais seguem a Lei de Pureza
Alemd (Reinheitsgebof) de 1516, que é o mais antigo codigo de
alimentos do mundo em vigor, decretado pelo Duque Guilherme IV. A
Lei de Pureza determina que apenas agua, cevada maltada, lipulo e
fermento cervejeiro sdo os ingredientes utilizados na elaboragdo da
cerveja e proibe o uso de conservantes ou cereais ndo maltados
(adjuntos). Em outras microcervejarias, além do malte, agua, lupulo e
fermento, as cervejas especiais levam em suas formulagaos iguarias das
mais diversas regides ¢ também podem ser mais exoticas contando com
a criatividade de cervejeiros e especialistas no assunto (PARRA, 2015a).
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A valorizagdo das cervejas premium no mercado brasileiro esta se
dando ndo apenas pela estabilizagdo da economia, que significa aumento
do poder aquisitivo da populacdo, mas também pela variedade oferecida,
em conjunto com ag¢des voltadas a gastronomia, como o aumento dos
cursos para formagdo de tecndlogos cervejeiros, beer sommeliers, que
entre outras atividades, trabalham como intermediérios entre cervejarias
e consumidores (REINOLD, 2013),(PARRA, 2015b). Um dos fatores
que estd por tras desse aumento exponencial de novas microempresas ¢é
a relativa facilidade com que o mercado acessa as tecnologias de
producdo. Hoje, com maquinas 100 % nacionais, ¢ muito mais barato
iniciar uma pequena fabrica de cerveja (JAKITAS, 2015).

Microcervejarias € um termo que surgiu recentemente para
designar empreendimentos que visam produzir cerveja com diferencial
local, atendendo a argumentos de tradicdo e/ou qualidade diferenciada,
ndo se preocupando com a questdo da produgdo industrial (FERREIRA,
VASCONCELOS ET 4L., 2011). Como no Brasil ndo existe nenhuma
legislagdo a respeito da classificagdo do porte das cervejarias, para
melhor entendimento, podemos classifica-las em: i) Cervejeiro caseiro —
produz cerveja apenas para consumo proprio, pois ¢ vedado qualquer
tipo de comercializacdo. Os volumes oscilam entre 20 e 50 litros; i)
Nanocervejaria — pequena cervejaria com capacidade de produgdo entre
50 e 200 litros por cozimento (500 litros nos Estados Unidos); iii)
Microcervejaria — pequena cervejaria com capacidade de produgéo entre
200 e 6.000 litros; iv) Cervejaria de pequeno porte — cervejaria com
capacidade de produgdo entre 6.000 a 20.000 litros; v) Cervejaria de
médio porte — cervejaria com capacidade de produgdo entre 20.000 a
50.000 litros; vi) Cervejaria de grande porte — cervejaria com
capacidade de produgdo acima de 50.000 litros (REINOLD, 2011a).

O presente trabalho teve como propdsito a criagdo de uma cerveja
utilizando a farinha de pinhdo como adjunto cervejeiro, dando assim
uma caracteristica regional brasileira. O uso da farinha de pinhdo
(Araucaria angustifolia), conhecida como Pinheiro do Parana, Pinheiro
ou Araucaria, proporciono uma rica fonte de carboidratos contribuindo
como fonte de extrato solivel e em segundo plano, fomentar a cultura e
a cadeia produtiva que envolve o cultivo do pinhdo, conscientizando as
pessoas ao ndo desmatamento da espécie nativa da mata Atlantica com
atuais 2 % remanescentes da mata original (STAHL, LOBATO ET 4L.,
2007; CONAB, 2014).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Justificativa do Estudo

O consumo da semente do pinhdo faz parte da cultura da
populagdo, principalmente da regido sul do Brasil, dentre as festividades
dedicadas ao pinhdo vale destacar a tradicional festa do pinhdo de
Lages-SC e a feira do pinhdo em Curitiba-PR. Apesar da importancia
histérico-cultural na alimentacdo da populacdo dessas regides, pouca
atencdo tem sido dada a pesquisas sobre varios aspectos que envolvem
seu consumo (SANTOS, CORSO ET 4L., 2002). Em pouco mais de 100
anos, a exploracdo intensa e desordenada da arvore da araucéria quase
levou ao desaparecimento dessa espécie, sendo este um dos principais
motivos para a inclusdo do pinhdo na politica de garantia de pregos
minimos, com vistas a preservacao da espécie, bem como a garantia de
renda para as familias que trabalham com o extrativismo do pinhdo. A
A. angustifolia, ¢ uma arvore de destacada importancia cultural,
econdmica e ambiental no Brasil, sendo que o termo pinhdo geralmente
designa as sementes da espécie (CONAB, 2014).

Devido a importancia economica da espécie foi gerado um
intenso processo de exploragdo madeireira predatdria, para industrias de
moveis, construgao de casas e produgdo de celulose (STAHL, LOBATO
ET AL., 2007), compostos resiniferos e alimentar (EIRA, SALOMAO ET
AL., 1994), resultando atualmente em remanescentes fragmentados e
empobrecidos que somam percentuais entre 21,9 a 26,9 %, da érea
original no Estado de Santa Catarina e apenas 2 % da area total original,
perfazendo aproximadamente 200 mil km? (CONAB, 2014). A
compreensdo acerca do funcionamento desta cadeia extrativista faz-se
necessario para que politicas para a produgdo da semente, intimamente
ligada a conservagdo da espécie 4. angustifolia, possa ser melhor
direcionada (SANTOS, CORSO ET 4L., 2002).

Desde 1986, a A. angustifolia esta incluida na “lista de espécies
que necessitam de atengdo” elaborada pela Food and Agriculture
Organization (EIRA, SALOMAO ET 4L., 1994) apud (FAO, 1986). Nos
dias atuais, a A. angustifolia ainda encontra-se na “lista oficial de
espécies da flora brasileira ameagadas de extingdo”, como espécie
vulneravel (BRASIL, 2008), e também pela IUCN (Unido Internacional
para conservacdo da Natureza), do Estado e do Pais (ZECHINI, 2012).
Os pinhdes contém pouca proteina entre os granulos de amido, isso
favorece a extragcdo do amido como fonte de glicose e frutose. O simples
método de extragdo e o alto rendimento do amido do pinhdo podem ser
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atrativos ndo somente para experimentos em planta piloto, como
também para produgio em escala comercial (BELLO-PEREZ,
GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006).

A comercializagdo visa minimizar o desperdicio e desenvolver as
agroindustrias regionais, agregando valor ao produto e colaborando
diretamente para o crescimento econdmico da regido. Com intuito de
preservar e resgatar os costumes como parte do patrimonio cultural, a
justificativa deste trabalho, esta em utilizar a semente de pinhao (como
farinha) como parte integrante na elaboracdo de uma cerveja tipicamente
regional.

2.2. Matérias Primas para elaboracdo de Cerveja

22.1. Agua

A 4gua de uso na cervejaria ou Aagua cervejeira deve ser
padronizada para cada tipo de formulagdo seguindo condutas de
potabilidade, incluindo os fisico-quimicos e microbioldgicos, além das
analises das substincias quimicas (agrotdxicos) e sensoriais, tendo por
base os critérios especificados pelo MS Portaria n® 2914, de 12 de
dezembro de 2011 (BRASIL, 2011). Conforme as necessidades e
objetivos da cervejaria, a dgua potavel empregada na elaboracdo da
cerveja podera ser tratada com substincias quimicas, por processos
fisicos ou outro que lhe se assegure as caracteristicas desejadas para boa
qualidade do produto (BRASIL, 2009b). A agua é o constituinte
majoritario da cerveja, compondo de 90-95 % da composicdo do
produto. A agua e seus sais t€ém grande importincia, tanto para a
producdo de cerveja (brassagem e fervura), quanto para a cerveja pronta
na contribuicdo do flavour (BAMFORTH, C. W., 2003; BUIATTI,
2009).

A quantidade de sais dissolvidos e dos compostos organicos
presentes na agua influenciam diretamente 0s processos quimicos e
enzimaticos que ocorrem durante a fabricagdo da cerveja e
consequentemente o resultado final (VENTURINI, 2010). A
composi¢do da agua é fortemente influenciada pelas condigdes da
geologia do solo e suas diferentes regides de captagdes, podendo conter
diversas substancias responsaveis, por exemplo, pela dureza da agua
(ESSLINGER &NARZISS, 2005). Os ions da agua reagem com
ingredientes do malte e, portanto, podem afetar o pH do mosto e
brassagem. Alguns minerais contidos na dgua sdo importantes como o
magnésio e o zinco, pois aceleram e regulam o processo fermentativo.
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Cada estilo de cerveja nasceu e tem sua identidade a partir da
composi¢cdo mineral de sua agua.

Os sais sdo os grandes responsaveis por essa diversidade e
caracteristica de uma cerveja local (KUNZE, 1999; BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004; PRIEST &STEWART, 2006).

Da cidade de Pilzen ou Pilsen (Republica Checa), que originou a
cerveja de mesmo nome, tem caracteristica de dureza e alcalinidade
baixas e ndo interferem de modo importante no pH da mostura. A agua
da cidade de Munich (Alemanha) ¢ alcalina, possuindo uma alta
concentragdo de sais de célcio e bicarbonato, que apds abrandamento da
agua, através de pré-fervura, ddo aos estilos munich helles e a amber
oktoberfest as caracteristicas peculiares. J4 para as dguas de cervejas do
tipo Lager, dos estilos export lager e vienna lager das cidades de
Dortmund (Alemanha) e Vienna (Austria), os sabores maltados e o
amargor do lupulo presentes sdo acentuados pela alta concentragdo de
sais de célcio, magnésio e sulfatos (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004;
RONALDO, 2009). Aguas de diferentes localidades do Reino Unido
(cidades Inglesas, Irlandesas e Escocesas), possuem aguas mais “duras”
(altos teores de calcio e magnésio) em relagdo as Alemas. Da cidade
Burton (Inglaterra), originou-se o estilo India Pale Ale, sendo uma agua
extremamente dura, rica em sulfato de calcio e bicarbonatos,
proporcionado ao estilo amargor acentuado pelos sais de sulfato. A agua
de Dublin (Irlanda) é semelhante & agua de Londres (Inglaterra), por
proporcionar um alto teor de sais de calcio e bicarbonato, sendo aguas
mais adequadas para os estilos de cervejas Dry Stouts, Dunkel e Porters
(PALMER &HAMINSKI, 2013).

A cidade Escocesa de Edimburgo possui uma agua local com
carater defumado (turfas), com médio teores de calcio, sulfatos e
bicarbonatos, tendo como estilo de cerveja as Strong Scottish Ales, de
coloragdo rubi (AQUARONE, BORZANI ET 4L., 2001). Conhecendo as
composi¢des de sais de diferentes localidades de cidades cervejeiras do
mundo, Tabela 1, ¢ possivel reproduzir qualquer estilo de cerveja (LEA
&PIGGOTT, 2003).
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Tabela 1. Teores de sais da agua de diferentes regides.

Cidade/Estilo (ppm) Ca™ Mg Na  (SOy)~ (HCO;) CI
Pilsen/Pilsen 10 3 3 4 3 4

Dublin/Dry Stout 118 4 12 54 319 19
Munich/Oktoberfest 76 18 2 10 152 2

Vienna/Vienna Lager 200 60 8 125 120 12
Dortmund/Export Lager 225 40 60 120 180 60
London/British Bitter 52 32 86 32 104 34
Edinburgh/Scottish Ale 125 25 55 140 225 65
Burton/India Pale Ale 352 24 54 820 320 16

Fonte: (PALMER &HAMINSKI, 2013).
Sais e pH

No passado, a disponibilidade de agua pode ter auxiliado na
criagdo de determinados estilos de cerveja em algumas regides, mas hoje
minerais podem ser removidos ou adicionados a dgua, para modifica-la.
A suavidade e a delicadeza das cervejas da regido da Boémia
(Alemanha) e, até certo ponto, das da regido da Baviera (Alemanha),
derivam da adi¢do de uma pequena porcentagem de sais na agua da
regido (RONALDO, 2009). A agua de superficie penetra no subsolo ¢
dissolve sais que podem afetar (ativos) ou ser inativos no processo de
mosturagdo. Estes ions dissolvidos diferenciam-se em ions inativos e
ions ativos, que reagem diferentemente com os componentes do malte e
do lapulo, figura 2 (KUNZE, 1999; BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004).

Os ions quimicamente inativos sdo aqueles que ndo entram em
reagdo quimica com os componentes ativos do malte ¢ do lupulo, e
permanecem inalterados na cerveja elaborada. Poderdo entretanto, em
maiores concentracdes, delegar a cerveja propriedades positivas ou



35

negativas ao paladar. O teor em cloreto de sddio (NaCl) por exemplo,
em determinada concentragdo, provoca uma caracteristica que realga o
paladar da cerveja. Sdo exemplos desses sais, o cloreto de potéassio
(KCl), o sulfato de s6dio (Na,SO4) e o sulfato de potéssio (K,SO4)
(KUNZE, 1999; PRIEST &STEWART, 2006).

Ja os ions quimicamente ativos, sdo aqueles que reagem com oS
componentes do malte, afetando o pH da mosturagdo, influenciando na
acidez da cerveja. Tais reagdes se processam durante a obtencdo do
mosto, conforme o estilo de cerveja elaborada, e em funcdo da
temperatura e pH de brassagem. Os sais sulfato de magnésio (MgSQO,) e
sulfato de calcio (CaSO,) por exemplo, em determinadas concentracdes,
provocam um amargor ao paladar da cerveja (KUNZE, 1999; SENAI,
2004; WUNDERLICH &BACK, 2009).

fons quimicamente ativos

jons que reduzem o pH lons que aumentam o pH
(aumentam a acididade) (diminuem a acididade)
Sao todos os ions de Ca e Mg Sao todos os ions carbonatos
(com excecao daqueles cuja & bicarbonatos (terrosos e
acao é compensada pelos ions alcalino-terrosos)

que aumentam o pH)

Dureza de nao-carbonatos Dureza de carbonatos
(permanentes) (temporaria)

Dureza total
Engloba todos os ions de Ca e Mg

Figura 2. fons quimicamente ativos (KUNZE, 1999).

Durante a liberagdo dos componentes do malte, podem ocorrer
varias reagdes, dentre as principais: i) Entre o hidrogenofosfato de di-
potassio (K,HPO,) substincia do malte e o sulfato de calcio (CaSOy), de
acordo com a reagao (1):

4 KzHP04_+ 3 CaSO4 (aq) d Cag(P04)2 l +2KH2P04 (aq) +
3K,50, (aq)
(Reacgdo 1)
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O fosfato de calcio Ca3(PO,), formado ¢é insoluvel. A presenca
dos fons célcio, promove a liberagdo de fons H' () fazendo com que o
pH da solucdo baixe, ii) o di-hidrogeno fosfato de potdssio (KH,PO,) é
acido e consequentemente baixando o pH da solugdo, reacdo (2).

KH,P0,(aq) » K*(aq) + 2H*(aq) + P0,*(aq)
(Reagao 2)

ii1) Na rea¢@o 3, o bicarbonato de calcio Ca(HCOs3), reage com o
componente do malte di-hidrogeno fosfato de potdssio, gerando o
alcalino hidrogeno fosfato de di-potassio (K,HPO,), deixando o pH do
meio basico.

2 KH,P0, (aq) + Ca(HCOs3), (aq) » K,HPO4(aq) +
CaHPO, (aq) + 2H,0 (1) + 2C0, 1
(Reagdo 3)

iv) fons calcio e/ou magnésio (Ca®; Mg®) reagem com
hidrogenofosfato (HPO,), precipitando o fosfato de calcio (Ca3(POy),),
acidificando o meio, reagdo (4).

3 Ca** +2HP0,* - 2H*(aq) + Cas (P0O,), |
(Reacgdo 4)

Os sais de calcio e magnésio dissolvidos causam dureza na agua.
O grau de dureza da agua nos informa a quantidade de sais soluveis
(calcio e magnésio) contidos em solugdo. A dureza da agua pode ser
dividida em duas categorias, a) Dureza temporaria (devidos aos anions
carbonatos e bicarbonatos, associados aos cations so6dio, magnésio e
calcio) e b) Dureza permanente (devido aos anions de sulfato, cloreto e
nitrato com os cations, magnésio e calcio). A soma da dureza temporaria
e a dureza permanente compreende a dureza total da agua (ESSLINGER
&NARZISS, 2005).

Dureza da agua ¢ classicamente definida como unidades de
dureza ou graus de dureza (grau hidrotimétrico). Em diferentes paises a
concentragdo dos referidos sais ¢ dada em diferentes unidades relativo
ao teor de carbonato de calcio (CaCO3) ou oxido de calcio (CaO),
conforme as especificacdes da Tabela 2.
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Tabela 2. Grau hidrotimétrico de diferentes paises.

Alemanha 1°dH = 10 mg CaO/L 1g CaO/hL
Franga 1°fH = 10 mg CaCOs/L 1g CaCO5/hL

Inglaterra 1°eH = 14,3 mg CaCO;/L

EUA e Brasil 1°aH =1 ppm 1mg CaCOs/L

Fonte: (KUNZE, 1999; SENALI, 2004; PRIEST &STEWART, 2006).

Uma classificagdo moderna de dureza de agua ¢ através da
analise de dureza total a partir da titulacio de EDTA com CaCOj;
(mmol/L). Sendo definida pela Tabela 3:

Tabela 3. Teores de dureza da agua.

Dureza CaCOs
Mole 1-130 ppm

Média 130-250 ppm
Dura 250-380 ppm

Super Dura > 380 ppm
Fonte: (PRIEST &STEWART, 2006).

A denominagdo de dureza temporaria provém do fato que,
durante a fervura, uma parte dos bicarbonatos de calcio e magnésio
soluveis se convertem em carbonatos insoliveis (com eliminagdo do
CO,), tornando a agua relativamente mais branda (reagdes 3,4, 5 ¢ 6). O
carbonato de magnésio permanece soluvel mesmo apos fervura mais
longa. A Tabela 4 demonstra os diferentes valores de produtos de
solubilidade para os carbonatos de calcio e magnésio, sendo que o
ultimo mesmo apos fervura continua parcialmente em solugao.

Ca (HCOg)z 4 CaC03 l +C02 T +H20
(Reagao 5)
(Reagao 6)

Tabela 4. Produto de solubilidade dos sais a 25 °C.

Produtos de Solubilidade a 25 °C

Carbonato de Calcio (CaCOs3) 8,7x10”
Carbonato de Magnésio (MgCO3) 1,0x10”

Fonte: (ATKINS &JONES, 2006).
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A denomina¢do de dureza permanente ou dureza de ndo-
carbonato ¢ devida ao fato que mesmo durante a fervura os sais nio se
alteram no meio. Tanto os ions de dureza temporaria, quanto os ions de
dureza permanente, tem o efeito de alterar o pH da solugdo. O valor de
pH (isto ¢, a concentragio do fon H"), possui uma importante influéncia
sobre a etapa de sacarificacdo, na qual haverd uma atuagdo otimizada
das enzimas, Figura 3. A faixa de pH da agua cervejeira devera estar
contida para a grande maioria dos estilos entre pH 5,2-5,5. Além desta
faixa podera ocorrer extragdo de compostos indesejaveis, como o0s
polifenois e taninos do malte. Um pH ideal potencializard a conversao
do amido do malte, assim como a isomerizacdo dos acidos alfa do
lapulo, solubilizacao protéica e a coagulagdo entre proteinas e polifendis
com precipitacdo deste material mucilaginoso, conhecido como trub
(KUNZE, 1999; SENAIL, 2004, PRIEST &STEWART, 2006;
CARVALHO, 2009).

O pH ¢ dependente dos ions contidos no mosto cervejeiro, com
significativo efeito no flavour da cerveja (PRIEST &STEWART, 2006).
Para interferir no pH da mostura, da fervura e da cerveja, tem-se a
disposicao dois grupos de medidas a serem verificadas: A) Diretamente
a composi¢cdo da agua cervejeira, a partir do tratamento inicial da agua
(e os métodos adequados ao tratamento); B) Incorporagdo de aditivos na
sala de brassagem, tais como: i) adicdo de malte acidificado; ii)
acidificagdo biologica, no mosto primario, com inoculo de bactérias
laticas a temperatura de 45 °C a 48 °C, na proporcao de 0,5 % de mosto
para reducdo em 0,1 na escala de pH; iii) adi¢do de sulfato de célcio na
agua cervejeira; e/ou iv) acidificacdo ou neutralizagdo quimica da
mostura com acidos latico, fosforico, cloridrico ou sulfurico (KUNZE,
1999; SENALI, 2004; PRIEST &STEWART, 2006).
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Figura 3. Demonstra¢do grafica da temperatura e pH com relacdo a atuacgdo
otimizada das enzimas (PALMER &HAMINSKI, 2013).

2.2.2.  Lupulo

Desde a origem da cerveja, na Antiguidade, os cervejeiros
usavam aditivos para enriquecer o sabor, adicionar-lhe aromas, dar-lhe
mais cor, aumentar teor alcoolico, conservar ou provocar seus efeitos
inebriantes. A partir do século VIII, tornou-se comum em praticamente
toda Europa a utilizagdo de uma mistura de ervas chamada de gruit, que
continha alecrim, artemisia, aquiléa, urze e gengibre para aromatizar a
cerveja. O uso do lapulo na produgdo de cerveja era comum desde o
século IX, mas o primeiro registro, escrito em plena Idade Média, esta
no livro Physica sive Subtilitatum, da monja beneditina alema Hildegard
Von Bingen (1098-1179), a quem muitos autores chamam,
equivocadamente, de Santa, embora nunca tenha sido canonizada.
Apesar do seu amargor ¢ do seu efeito inebriante, o lipulo foi adotado
porque suas propriedades de conservacdo foram logo percebidas. Como
o processo de fermentagdo nio era controlado, a producdo de cervejas
nos meses quentes era muito dificil, pois as altas temperaturas
aceleravam o trabalho dos microrganismos presentes no ar e
fermentavam mais rapidamente o produto. Portanto, qualquer
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ingrediente ou processo que ajudasse a conservar o produto por mais
tempo seria um grande diferencial para os cervejeiros (RONALDO,
2009).

Terceiro ingrediente na formulacdo da cerveja além da dgua e do
malte, o lupulo ¢ utilizado em pequena quantidade: sdo necessarios de
40 a 300 gramas de lupulo para produzir 100 litros de cerveja.
Diferentemente do malte, o lapulo ndo altera o teor alcodlico nem o
corpo da cerveja. Sua presenca ¢ fundamental para conferir a bebida o
amargor caracteristico da maioria das cervejas de qualidade. Os lupulos
também agem como um conservante para a cerveja € como uma pega
principal na producdo da sua espuma. Seus aromas com notas que
variam do herbal, floral, frutado, condimentado, terroso e citrico, fazem
parte da esséncia de muitos estilos de cerveja.

A planta de lapulo é uma trepadeira perene que pode ser fémea
ou macho, chega a medir entre cinco e sete metros de altura e produz um
pequeno cone. Seu nome botanico ¢ Humulus Iupulus, canhamo da
familia Cannabinaceae (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004; BELLO-
PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006; CABALLERO, BLANCO ET
AL., 2012), representado na Figura 4.

ORDEM Urticales
FAMILIA Cannabinacea
GENERO Humulus Cannabis
. H. japonicus C. sativa
ESPECIE H. lupulus
H.yunnanensis

Figura 4. Classificag¢ao taxonomica do Lupulo (PRIEST &STEWART, 2006).

Os Iupulos usados na cervejaria sdo os cones da inflorescéncia da
planta fémea, que muitas vezes sdo erroneamente referidas como flores,
mas na verdade sdo corpos de frutificagdo tecnicamente conhecidos
como estrobilos. Os cones de lupulo contém substancias que sdo
importantes na cervejaria, principalmente as resinas de lapulo, que sdo
contidas em organelas chamadas glandulas de lupulina. As plantas
macho sdo usadas na reproducdo do Iipulo, mas ndo tem nenhum uso na
fabricagdo da cerveja. O lapulo é uma planta noturna capaz de crescer
dez centimetros por noite (HAAS, 2013).
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A maior parte da producdo de lupulo ocorre entre os paralelos de
latitude 35° e 55° (Figura 5). Por ser uma planta muito sensivel ao clima
e de dificil cultivo, suas caracteristicas variam consideravelmente de
acordo com o microclima de regides mais frias (VENTURINI, 2010).
Alemanha, Estados Unidos, China e Republica Checa produzem mais de
80 % do lupulo mundial segundo a FAO (Food and Agricultural
Organization) (RONALDO, 2009), (HAAS, 2013).

Figura 5. Regides favoraveis ao cultivo de lupulo, compreendendo as latitudes
35 a 55° dos hemisférios norte e sul (em amarelo). Adaptado pelo autor
(www.google.com.br/mapamundi).

O lupulo pode ser comercializado na forma de cones secos (in
natura), pellets ou extratos, podendo ser classificados como lapulos de
aroma, amargor ou de duplo objetivo (HAAS, 2013). A Tabela 5
apresenta a composi¢ao quimica do lipulo in natura.

Tabela 5. Composi¢do quimica do Iupulo in natura.

Caracteristicas Porcentagem (%)
Resinas totais 12-22
Proteinas 13-18
Celulose 10-17
Polifenois 4-14
Umidade 10-12
Sais Minerais 7-10
Acucares 2-4
Lipidios 2,5-3,0
Oleos essenciais 0,5-2,0
Aminoacidos 0,1-0,2

Fonte:(VENTURINI, 2010) apud (Tschope, 2001).
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Considerando que os lipidios, as proteinas e a celulose sdo
substancias insoliveis, enquanto os agucares ¢ os aminoacidos embora
soluveis encontram-se em pequenas propor¢des, tais como (1,5-4,5 g/L)
praticamente ndo contribuem com o processo cervejeiro. Portanto as
substdncias minerais, os Oleos essenciais, os polifendis e as resinas
amargas sdo as substdncias mais importantes e fundamentais ao
processo (KUNZE, 1999; VENTURINI, 2010).

Os oleos essenciais, de Iupulo sdo uma mistura complexa de
compostos volateis, com perdas de 96 a 98 % no decorrer do processo
cervejeiro (fase quente do processo), conferindo ao mosto e a cerveja o
carater aromatico. Quatro sdo os componentes principais dos o6leos
essenciais: cariofileno; farnaseno; humuleno; mirceno (KEUKELEIRE,
2000). Combinados somam aproximadamente 60-80 % dos o6leos
essenciais da maioria das variedades. A quantidade desses constituintes
e particularmente as proporgdes entre eles podem ser usadas como
caracteristicas para cada variedade. Estes compostos sdo todos
hidrocarbonetos altamente voldteis e durante a fervura do mosto a
maioria, se ndo todos, ¢ evaporada, e assim eles contribuem pouco para
o sabor e o aroma de lapulo na cerveja. Alguns produtos de oxidagdo
desses compostos, como os epoxidos de humuleno, sdo considerados
como tendo contribuicao positiva aos sabores da cerveja (HAAS, 2013).
O mirceno, por exemplo, possui um forte impacto tanto no sabor
(aspero) como no aroma (pungente) na cerveja. Por ser um odleo
essencial volatil e facil de ser oxidado quando exposto ao calor, o
mirceno, ¢ geralmente usado em dry hopping (KUNZE, 1999).

Os polifendis sdo ricos em taninos de baixa massa molecular,
como alguns importantes acidos (acido p-hidroxicumarico, galico,
felurico, protocatequina e acido cafeico) e componentes de cor como
catequinas, flavonoides e antocianidinas (ESSLINGER &NARZISS,
2005) atuando como conservante da cerveja, evitando o envelhecimento
e a perda do frescor da cerveja. Os polifendis sdo encontrados nos ramos
e bracteas do cone de lupulo, Figura 6. Possuem sabor adstringente,
reagem com proteinas causando turvagdes coloidais (¢rub) prejudicando
caracteristicas de espuma, sabor ¢ cor da cerveja (HIERONYMUS,
2012).
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Rama
Bracteolas

Bractea

Glandulas de Lupulina
contem Resinas e Oleos Essenciais

Figura 6. Desenho do cone de Iupulo a esquerda. 1) Cone integral do lipulo; 2)
Estrutura central; 3) Glandulas de lupulina; 4) Folhas; 5) Glandulas de lupulina
(desenho ampliado). Corte transversal do cone do lapulo a direita
(WUNDERLICH &BACK, 2009; HIERONYMUS, 2012).

As resinas dos lipulos sdo os componentes que dao
caracteristicas mais importantes ao lipulo. Elas conferem gosto,
melhoram a estabilidade da espuma e possuem propriedades
bacteriostaticas. A mistura de 4cidos e resinas de diferentes estruturas
moleculares, gerados através dos processos de mostura, fervura e
oxigenagdo, irdo conferir o amargor para o produto final (KUNZE,
1999). Os componentes primarios da resina de lipulo sdo os alfa acidos
e beta acidos encontrados nas glandulas de lupulina (KUNZE, 1999;
HIERONYMUS, 2012).

Embora todas as variedades de lipulo possam fornecer tanto
amargor quanto aroma, o processo de selecdo e as caracteristicas
quimicas e de aroma entre esses dois tipos se tornaram cada vez mais
dispares, e diferencia-los ficou relativamente simples. A proporgao
beta/alfa acido ¢é a que diferenciara os tipos de lipulos. Relacdo beta/alfa
alta, sdo lupulos aromaticos e quando esta propor¢do ¢é baixa, sdo
lupulos de amargor (LEA &PIGGOTT, 2003).

Os alfa acidos sdo os componentes mais importantes da resina de
lupulo e sdo convertidos no processo de fabricagdo em iso-alfa acidos
(Figura 7), que sdo os componentes importantes do amargor da cerveja,
sendo estes humuleno, cohumuleno e adhumuleno (HIERONYMUS,
2012). Os lupulos de aroma sdo caracterizados por seu baixo contetido
de alfa acidos e um perfil de 6leo essencial associado ao bom aroma, sdao
geralmente usados como lipulos de acabamento ou condicionamento.
Estes Iupulos sdo cuidadosamente selecionados por sua qualidade de
aroma caracteristico, muitas vezes com baixo teor de cohumulona e uma
taxa caracteristica dos principais 6leos essenciais, tais como humuleno,
cariofileno e farneseno. Os alfa acidos sdo tipicamente baixos, menos de
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5 %. Os lupulos de amargor possuem um nivel muito mais alto de alfa
acidos e geralmente sdo adicionados na caldeira de fervura no inicio do
processo, de maneira que o amargor seja extraido com mais eficiéncia.
Os lupulos de amargor possuem alfa acidos acima de 6 % com um
conteiido de moderado a alto de cohumulona, com pouco aroma. A
medida que o desenvolvimento de variedades de amargor com teor de
alfa acidos mais elevados foram desenvolvidas, ocorreu um aumento
significativo na concentracdo de substincias amargas nas variedades
mais recentes, progredindo a partir do intervalode 6 a 10 % e 13 a 18 %
(HAAS, 2013).

\
Alfa Acido Iso Alfa acido
Alfa acidos Grupo Funcional (R) Iso-Alfa acidos
Humuleno CH,CH(CH3), Iso-humuleno
Cohumuleno CH(CH3), Iso-cohumuleno
Adhumuleno CH(CH;)CH,CHj; Iso-adhumuleno

Figura 7. Formula molecular da estrutura de alfa acido a iso alfa acido e seus
correspondentes grupos funcionais (R) (CABALLERO, BLANCO ET 4L., 2012).

Os beta acidos (Figura 8) sdo o segundo componente mais
importante da resina de lapulo, ndo isomerizam como os similares alfa
acidos, sendo eles: lupuleno, colupuleno e adlupuleno (HIERONYMUS,
2012). A contribui¢do do amargor dos beta acidos ¢ devido a oxidagao.
Os beta acidos possui excelentes qualidades antissépticas na cerveja,
inibindo  principalmente as bactérias Gram-positivas (KING
&DUINEVELD, 1999), aumentando assim a vida de prateleira
(CABALLERO, BLANCO ET A4L., 2012).
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Beta acidos Grupo Funcional (R) Alfa acidos

Lupuleno CH,CH(CH3), Humuleno
Colupuleno CH(CHs), Cohumuleno
Adlupuleno CH(CH3)CH,CHj; Adhumuleno

Figura 8. Férmula molecular das estruturas de beta acidos e alfa 4cidos e seus
respectivos grupos funcionais (R) (PRIEST &STEWART, 2006).

Existe ainda uma terceira denominagdo, lupulos chamados de
“duplo objetivo”. Em algumas linhagens de lupulo, ocorreu um efeito de
cruzamento de variedades com teores mais altos de alfa 4cidos com
variedades de aromas finos, portanto, uma nova caracterizagao além dos
lupulos de aroma e amargor foi estabelecida, tanto contribui para aromas
como também para o amargor da cerveja com seu alto teor de alfa acido
(HAAS, 2013).

Com as novas tecnologias aplicadas no processo de lupulagem,
novos produtos tem sido desenvolvidos, como por exemplo, os extratos
isomerizados, que permitem o ajuste de amargor pos-fermentacdo, e os
extratos isomerizados e reduzidos, que permitem protecdo contra luz e
retencdo de espuma. A utilizagdo de um ou mais desses extratos
resultantes do desenvolvimento tecnoldgico, ocorre em fungdo das
necessidades particulares de cada processo ¢ do perfil que compdem
cada tipo especifico de cerveja. Por esse motivo, o processo de
lupulagem torna-se parte integrante das formulagdes técnicas de uma
indastria cervejeira, uma vez que afeta diretamente as caracteristicas
qualitativas do produto (VENTURINI, 2010).

Os lapulos podem ser usados de varias formas na cervejaria. A
forma mais simples é conhecida por diversos nomes que incluem
lapulos integrais, cones, frescos ou compactados. Uma ampla variedade
de outros produtos de lupulo estd disponivel, todos produzidos a partir
de lupulos integrais, por tecnologias especializadas ¢ sdo usados em
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numerosas aplicagcdes de diversas maneiras. Nas cervejarias, o lapulo e
seus produtos s3o geralmente classificados em trés categorias: A)
Produtos de caldeira; B) Produtos de pos-fermentacdo; C) Produtos de
dry-hopping.

A) Para os produtos de caldeira temos os 1) lapulos integrais, ii)
lupulos em pellets e iii) lipulo em extrato.

1) Os lupulos integrais sdo a forma mais simples de lupulos.
Também geralmente chamados de lupulos em flor ou Ilupulos
compactados, sdo produzidos nas proprias fazendas a partir de cones de
lupulos frescos que sdo entdo secos e compactados. Lipulos integrais
tém uma série de desvantagens em relacao a outros produtos de ltpulo,
inclusive por serem pereciveis e volumosos, portanto caros para
armazenar, transportar e manipular, além de ndo ser homogéneos,
fazendo da amostragem e do controle do amargor um desafio. Também
fornecem uma efici€éncia mais pobre que os outros produtos de lupulo e
requerem equipamentos especiais de cervejaria. Nao obstante, os lupulos
integrais ainda sdo usados por muitos cervejeiros, pois alguns acreditam
que a troca para produtos processados causaria uma mudanca
indesejavel de sabor e aroma em sua cerveja ou que os lupulos integrais
sd0 mais naturais e tradicionais, € que essas vantagens superam as
desvantagens (HAAS, 2013).

ii) Na cervejaria os lipulos em pellets sdo utilizados da mesma
forma que os lupulos integrais. Entretanto, devido o processo de
pelletizagdo e embalagem, os pellets de lapulo sdo muito mais
homogéneos e estaveis que os lapulos integrais. Ao dosar o lapulo na
forma de pellets, a quantidade necessaria € pesada e entdo adicionada a
caldeira de fervura num cronograma prescrito pelo cervejeiro. Existem
sistemas automatizados de dosagem que tornam o uso dos pellets de
lipulo a granel possivel e vantajoso. Os pellets se desintegram
facilmente no mosto fervente, liberando os acidos de Iupulo no meio.
Uma vez que a fervura do mosto esteja completa, o residual solido de
lupulo é geralmente retirado junto com o frub no tanque de whirlpool
em um decantador de mosto quente ou através de uma centrifuga.
Existem dois tipos de pellets de lipulos: T90 e o T45 (HAAS, 2013).

Os lupulos em pellets tipo T90 (também chamados de normais ou
pellets de lipulo T90) sdo produzidos pela abertura dos fardos de
lapulos, separando todo material estranho, moendo o Iupulo em moinho
de martelo, prensando o pé6 num pelletizador e embalando os pellets a
vacuo ou atmosfera inerte. Os pellets T90 receberam originalmente esta
denominagdo porque contem 90 % dos componentes originais do cacho
e 10 % de substancias verdes foram retiradas, como folhas, pedinculo e
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partes que ndo contenham alfa acidos. Os pellets T90 sdo adicionados a
caldeira para fornecer amargor e carater de aroma de lupulo a cerveja.
Também podem ser usados para dry hopping. Os lipulos em pellets T90
fornecem mais homogeneidade, melhor estabilidade de armazenamento
e custos de armazenamento e transporte reduzidos em comparagdo aos
cones de lupulo. Geralmente, seu efeito no sabor da cerveja ¢ idéntico ao
proporcionado pelos lapulos em flor dos quais tem origem
(HIERONYMUS, 2012; HAAS, 2013).

Os pellets de lapulo enriquecidos (também chamados de T45 ou
pellets concentrados de Iupulo) sdo um produto de lupulo de caldeira
que fornece amargor e aroma a cerveja. Os acidos amargos e os 6leos de
lupulo sdo concentrados mecanicamente mediante a retirada de boa
parte da porcao fibrosa vegetativa do cone, enriquecendo assim o teor de
lupulina. Os pellets do tipo T45 sdo chamados assim, pois, através desse
enriquecimento, eles contém 45 % dos componentes originais do cacho
e 55 % de substancias verdes foram retiradas, como folhas, pedinculo e
partes que ndo contenham alfa 4cidos. O lapulo T45 portanto possui
mais alfa acidos por peso que o T90 (HIERONYMUS, 2012; HAAS,
2013).

Pellets de lapulo isomerizados (iso-pellets) podem muitas vezes
servir como substituto para os produtos de amargor convencionais de
caldeira, isto é, lipulos em pellets ou extratos, com a vantagem de
proporcionarem melhor eficiéncia na extracdo do amargor. Os iso-
pellets sdo produzidos misturando lupulo moido com uma pequena
quantidade de oOxido de magnésio, pelletizando entdo a mistura,
embalando os pellets a vicuo como se faz com os pellets normais e
finalmente aquecendo esses pellets ja embalados a aproximadamente 50
°C por um periodo de uma a duas semanas. Os alfa acidos sao
convertidos a seus sais de magnésio devido a oxidagdo do oxido de
magnésio e sdo quase totalmente isomerizados durante o
armazenamento a quente, com um consequente aumento significativo na
utilizagcdo do amargor. Devido a esta maior utiliza¢do, os iso-pellets
fornecem oportunidade de economia consideravel no custo do lapulo
(muitas vezes sua eficiéncia chega ao dobro daquela proporcionada
pelos pellets T90 ou T45) (PRIEST &STEWART, 2006; HAAS, 2013).

iii) Os extratos de lupulos sdo produzidos por extracdo de
material resinoso e oleoso encontrado nas glandulas de lupulina do
lapulo (alfa acidos e 6leos essenciais) em solventes organicos. O extrato
de lapulo muitas vezes mantém o aroma e amargor potencial dos Iupulos
a partir dos quais € produzido. Devido a sua excelente estabilidade, o
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extrato de lupulo é uma alternativa conveniente e concentrada aos
lapulos em flor ou aos pellets (HAAS, 2013).

O solvente dominante utilizado em todo o mundo para a extragao
dos lapulos é o dioxido de carbono (CO,), especialmente no estado de
um fluido supercritico e, em menor escala, no seu estado liquido. Seja
com métodos de extracdo supercriticos ou com CO, liquido todos os
componentes da resina de lipulo que interessam ao cervejeiro sdao
extraidos dos lipulos originais. No entanto, diferentemente da extragdo
supercritica, o processo de CO; liquido ndo extrai clorofila e outros
pigmentos. O extrato de Iupulo de CO, contém os alfa acidos, beta
acidos, 6leos essenciais e outros componentes de resina de lupulos. O
extrato pode ser comercializado como resina nao diluida (geralmente
chamado de extrato de resina pura), com um teor de alfa acidos de 30 %
a 65 %, dependendo das caracteristicas dos lupulos originais. Além
disso, a resina podera ser padronizada para um conteudo especifico de
alfa acidos, usando-se xarope de milho ou outro xarope como diluente.
Os extratos de lapulo de CO, t€ém muitas vantagens sobre os outros
produtos de caldeira (HAAS, 2013). Séo eles:

I. A forma mais estavel do lupulo. Os extratos de resina pura
podem ser armazenados por varios anos em temperatura
ambiente com insignificante perda de valor na fabricacdo de
cerveja;

II. A utilizagdo de extratos de lipulo na caldeira é melhor que
outros tipos tradicionais de lipulos de caldeira (auséncia de
formacao de Trub);

IIL Os extratos de Iupulo sdo extremamente uniformes. O conteudo
de alfa 4cidos ¢ cuidadosamente ajustado as especificagdes do
cliente na unidade de processamento para obter a consisténcia
ideal;

Iv. O transporte, o peso de armazenamento e volume sdo
consideravelmente mais baixos, pois apenas o material de
extrato (geralmente 20-25 % do material original do lapulo para
lapulos com alto teor de alfa acidos) ¢ mantido e embalado
(KUNZE, 1999; HAAS, 2013).

O extrato isomerizado ndo necessita de aquecimento para se
solubilizar e isomerizar. O extrato de caldeira isomerizado (IKE) ¢
produzido pelo aquecimento do extrato de resina pura com CO; com um
catalisador de magnésio (por exemplo, carbonato de magnésio), sob
condigdes controladas, que converte os alfa acidos em acidos iso-alfa
com uma transformacdo superior a 95 %. Os iso-alfa acidos em IKE
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estdo em sua forma de acido livre juntamente com o seu complemento
total de oleos de Iupulo. O IKE pode ser usado como uma alternativa
aceitavel aos lipulos em flor, em pellets ou extrato de CO, na caldeira.
Todas as propriedades de fabricagdo sdo semelhantes ao extrato de CO,
convencional, mas a eficiéncia da utilizagdo de iso-alfa acidos ¢é
significativamente maior. Tal como o cuidado dado aos iso-pellets, os
6leos de lupulo em IKE podem ser modificados a partir da sua forma
original pelo processo de isomerizagcdo. Assim ele pode ser dosado
depois do processo de fabricacdo e, portanto, ndo sofre perdas na
brassagem, fermenta¢do e maturacdo, podendo ser utilizado em qualquer
etapa do processo (HAAS, 2013).

B) Dentre os produtos de pds-fermentagdo, temos os
componentes de i) aroma e ii) amargor.

1) Os oleos essenciais de lupulo sdo a fonte de aroma de na
cerveja, mas obter e controlar o aroma desejado sdo os desafios mais
dificeis em uma cervejaria (KING &DUINEVELD, 1999). Existem dois
tipos basicos de aroma em cerveja, o primeiro ¢ chamado aroma de
lapulo seco e o segundo aroma de lapulo de caldeira (também
classificados de modo diferente como aromas finais e de lupulo nobre).
O aroma de lupulo seco ¢ dado pelo complemento total de oleos
essenciais adicionados no final do processo de fabricagdo sendo
caracterizado por um traco robusto, parecido com lupulo fresco. O
aroma de lipulo de caldeira é mais dificil de se obter, porque muitos dos
componentes dos 6leos ndo permanecem na cerveja finalizada quando a
lupulagem de caldeira ¢é utilizada, e os 6leos podem ser modificados
significativamente durante o processo de fabricagdo. A maior parte do
6leo volatil é rapidamente removida por destilagdo a vapor durante a
fervura e sai pela chaminé. Ocorrem eliminagdo e segregagdo adicionais
durante a fermentagdo quando esses compostos que sobrevivem no
mosto sdo arrastados pelo CO, desprendido na fermentagdo, ou através
de modificagdes quimicas, tais como transesterificagdo, hidrolise e
redug@o. Assim, alguns dos componentes de aroma de lapulo na cerveja
terminada sdo artefatos produzidos durante o envelhecimento ou durante
a fervura e fermentacdo. O uso de uma variedade de lupulo conhecido
por ter um aroma fino e a adi¢do de lipulos aromaticos proximo ao final
da fervura permanece como as principais recomendagdes para obtencao
de um aroma de qualidade de lupulo de caldeira (HAAS, 2013).

ii) A utilizagdo de lupulos de amargor numa cerveja terminada
deve ser cuidadosa para evitar a formagdo de aromas indesejaveis de
oxidagdo. A incorporacdo de oxigénio em cervejas acabadas provoca
reagdes quimicas indesejaveis, refletindo em mudangas no sabor e



50

aroma e tempo de prateleira (CABALLERO, BLANCO ET 4L., 2012).
Outro processo oxidativo muito conhecido no meio cervejeiro € o /ight
struck. Este processo de fotocatdlise acontece quando a cerveja ¢
exposta a luz. Essa causa provém da vulnerabilidade dos iso-alfa acidos
a luz (faixa de ultravioleta entre 350-500 nm). A confirmacdo da
degradagdo ¢ obtida pela geragdo do produto, 3-metil-2-buteno-1 tiol
(3MBT) (Figura 9) (KING &DUINEVELD, 1999; HAAS, 2013).

HS

Iso Alfa Ac.
3-Metil-2-buteno-1tiol \_\>7

Figura 9. Formagdo do composto (3-MBT) com exposicao a luz (HAAS, 2013).

A formagdo deste produto com a exposicdo a luz pode ser
prevenida com envasamento em garrafas marrons que ndo sdo
transparentes a comprimentos de onda no ultravioleta (280-320 nm)
(CABALLERO, BLANCO ET 4L., 2012). Outra opgao é fazer com que
os iso-alfa acidos sejam resistentes a luz através de pequenas mudangas
na estrutura molecular, em um processo chamado redugdo (Figura 10).
Para a prevencdo dessa reagdo o uso de produtos reduzidos devem ser
usados principalmente quando a cerveja é envasada em vidro claro ou
verde, que sdo transparentes aos raios de luz. Como acontece com todos
os produtos reduzidos, a estabilidade a luz na cerveja ¢ alcancada apenas
na auséncia completa de iso-alfa acidos (CABALLERO, BLANCO ET
AL.,2012; HAAS, 2013).
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Figura 10. Formagdo de isohumulonas reduzidas. Acido iso-alfa, Acido
Tetrahidro-iso-alfa, Acido dihidro-iso-alfa e Acido hexahidro-iso-alfa
(CABALLERO, BLANCO ET4L., 2012), (HAAS, 2013).

C) Alguns cervejeiros tentam preservar parte dos aromas de
lopulos em seus produtos finais. Para esta conservacdo deve-se
adicionar os lupulos mais proximos ao final da fervura. No final da
fervura os lipulos adicionados conferem mais aroma a cerveja, devido
aos seus Oleos aromaticos ndo se volatilizarem tanto. A técnica de dry-
hop consiste na adi¢do dos lapulos na parte final da fermentagdo ou ao
longo da maturagdo, conservando o maximo dos 6leos aromaticos. Os
lapulos podem ser adicionados na cerveja sob trés formas: flor, pellets e
extrato. A forma de flor € pouco usada pelo mundo devido ao fato da
flor se oxidar rapidamente perdendo suas propriedades. Ja na forma de
extrato ¢ mais apropriado para grandes cervejarias visto que o extrato é
bem concentrado necessitando o uso integral apds abertura do frasco. A
forma mais usada entre os microcervejeiros é na forma de pellets, essa
forma condensada e densa, dificulta a agdo do oxigénio no lipulo sendo
de facil armazenamento (LEA &PIGGOTT, 2003; CABALLERO,
BLANCO ET 4L.,2012; HAAS, 2013).

2.2.3. Cevada

Segundo ingrediente em quantidade apos a agua, a cevada € o
cereal mais indicado na fabricagdo da cerveja. O cultivo da cevada no
Brasil ¢ uma importante opgao para os produtores da regido sul, sendo o
clima temperado como o mais propicio para a producdo (SOARES,
2003). A érea cultivada no Mundo é de 530.000 km®, e no Brasil fica em
torno de 123.000 hectares (EMBRAPA, 2018).
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Pertencente a familia das gramineas, produz frutos secos
chamados cariopsides ou grios, do género Hordeum, a espécie ¢
dividida em duas sub-espécies: Hordeum vulgare cevada de seis fileiras
e Hordeum distichon cevada de duas fileiras. O grdo de cevada, assim
como o de arroz e de aveia, ¢ colhido com a casca intacta que consiste
da lema e palea (PRIEST &STEWART, 2006).

A cevada ¢ uma grande fonte de amido, e sua composi¢do varia
conforme a espécie (PRIEST &STEWART, 2006). As principais
diferencas entre as duas espécies podem ser visualizadas no Quadro 1.

Quadro 1. Correlagdes entre duas espécies de cevada.

Cevada de 2 Fileiras Cevada de 6 Fileiras
(Hordeum distichon) (Hordeum vulgare)

Espiga achatada Espiga cilindrica
Geralmente cevada Geralmente cevada de
de primavera inverno

Formagao uniforme Formagao irregular
Cascas finas Cascas grossas
Maior teor de extratos Menor teor de extratos
Menor teor de proteinas Maior teor de proteinas
Menor potencial enzimaticq ~ Maior potencial enzimatico
Maior rendimento Menor rendimento amido/grao
amido/grao

Fonte: (PRIEST &STEWART, 2006).

As caracteristicas composicionais desejaveis da cevada
cervejeira, de duas ou de seis fileiras, sdo: alto conteido de amido (~ 61
%), baixo teor de proteinas (< 11,5 %) e P-glucanas (3,3-4,5 %)
(KUNZE, 2014).
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A cevada ¢ a matéria-prima principal para a fabricacdo da
cerveja. Varias razdes indicam a cevada como o melhor cereal a ser
utilizado no processamento de elaboracdo do malte e da cerveja. A
justificativa da escolha do grio de cevada se deve aos fatores
apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Relagoes benéficas de escolha da cevada.

Boa relagdo amido/proteina

Boa condugdo na germinagdo

Cascas prote¢do do grao e camada filtrante
Elevada formagdo e ativagao enzimatica
Fécil gelatinizagdo do amido

Pouco teor de lipidios

Caracteristicas ao paladar (aroma)

Fonte: (KUNZE, 2014)

A formagao e desenvolvimento do grdo de cevada sdo resultados
de uma série de eventos morfologicos e bioquimicos integrados. A faixa
de duragdo do crescimento do grio, bem como a composi¢ao final e
qualidade do mesmo, sdo influenciados pelas condigdes genéticas e
ambientais. Estas incluem: temperatura; duragdo do dia; suprimento de
agua; disponibilidade de minerais no solo. A fonte de reserva da cevada
¢ o amido. A quantidade de amido varia entre 60-75 % do peso do grao.
E encontrado na forma de granulos, os quais sdo formados nos plastidios
das plantas chamados de amiloplastos. Na cevada cada um dos
plastidios contém apenas um granulo de amido, pois este cereal contém
granulos de amido simples. O amido é um polimero de D-glicose (6
carbonos) com ligagdes glicosidicas. A polimerizagdo do amido resulta
em duas conformacdes estruturais distintas. A amilose, contendo cerca
de 20 % de uma fragdo soliivel em agua, com ligagdes do tipo (alfa 1-4),
e a amilopectina, contendo aproximadamente 80 % do amido, sendo esta
insolivel em agua (Figura 11), com ligagdes do tipo alfa (1-4 e 1-6)
(BRIGGS, BOULTON ET AL., 2004).
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Figura 11. Representacdo das estruturas moleculares da amilopectina (com
ligagdes do tipo: alfa 1-4 e 1-6) e da amilose (com ligagdes do tipo: alfa 1-4).

Ambas as fracdes correspondem aos carboidratos de peso
molecular elevado e formula (CsH;¢Os),. Por tratamento acido ou pela
acdo de enzimas, os componentes do amido se hidrolisam lentamente,
originando dextrina (uma mescla de polissacarideos de baixo peso
molecular), maltotriose, maltose e glicose. Tanto a amilose, como a
amilopectina, estdo constituidas por unidades de glicose, porém diferem
em tamanho e estrutura molecular (LEA &PIGGOTT, 2003; BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004).

Outro grupo importante na constituicio da cevada sdo as
proteinas. As proteinas na cevada estdo organizadas em dois grupos: de
armazenamento e ndo-armazenamento, baseados na sua localizacdo e
fungdo do grdo. As proteinas de armazenamento localizadas no embrido
sdo peptidios e aminoacidos (FAN), incluindo as hordeinas (prolaminas)
e globulinas. Ja as proteinas de ndo-armazenamento sdo proteinas
estruturais e enzimas, que inclui albuminas, gluteinas e globulinas.
Durante o processo de maltagem a matrix proteica localizada no
endospoerma ¢ hidrolisada em polipeptidios, oligopeptidios e
aminoacidos livres. Estas proteinas sdo uma mistura de hordeinas
(prolaminas) e em uma menor extensdo, gluteinas. As hordeinas sdo os
componente primarios da matrix proteica em torno dos granulos de
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amido, sendo que durante a germinag@o fornece majoritariamento FAN
para o mosto cervejeiro (MALLETT, 2014).

A cevada de uso nas cervejarias ¢ chamada de cevada cervejeira
ou malte de cevada, podendo ser utilizada a cevada de 2 fileiras ou 6
fileiras, passando por um processo artificial chamado, maltagem. A
malteria € a fabrica onde o grao de cevada ¢ beneficiado e o resultado
deste beneficiamento tem-se o malte de cevada. As transformagdes
provocadas pelo processo de malteagdo estdo sintetizadas na Tabela 6,
na qual podem ser observadas as diferencas entre a cevada bruta e o
malte de cevada, caracterizando um processo de modificagdo do grao
bem sucedido (VENTURINI, 2010).

Tabela 6. Composicao do grao de cevada e do malte.

Caracteristicas Cevada Malte
Massa do griao (mg) 32-36 29-33
Umidade (%) 10-15 4-6
Amido (%) 55-60 50-55
Acucares (%) 0,5-1,0 8-10
Nitrogénio Total (%) 1,8-2,3 1,8-2,3
Nitrogénio Solivel (% N total) 10-12 35-50
Poder diastasico (°Lintner) 43 53
o-amilase, unidades de dextrina Tracos 30-60
Atividade proteolitica Tragos 15-30

Fonte: (VENTURINL, 2010)

O processo de malteagdo tem como objetivo simular a
germinagdo do grio, porem com pardmetros bem controlados. Os
principais controles para uma boa condugdo germinativa, sdo:
oxigena¢do, umidade, temperatura, tempo e produgdo de gas carbdnico.
Entende-se assim que malteagdo é um processo naturalmente
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controlado, que visa o desenvolvimento do grio de forma integral.
Porém para uma boa qualidade do malte de cevada, o grio ndo podera
germinar ao ponto de se tornar uma nova planta. Por este motivo que a
germinagdo do grao se faz de forma controlada, sendo interrompida sua
germinacdo na etapa de secagem. Sdo 3 etapas na qual o grao de cevada
¢ submetido até o ponto de malte. Estas etapas ou fases compreendem:
maceracdo, germinagdo e secagem, representadas pelo Esquema 1
(PRIEST &STEWART, 2006).

: Armazenada: Contem baixo poder diastatico, baixo extrato (amido e

Cevada
proteina), Estrutura dura. 15% de umidade.
Cevada - 15% de umidade
l 15% —» 46% de umidade ( 2 dias)
Maceracdo
l Iniciagdo da Germinagdo
Germinagdo 46% ——» 43% de umidade ( 5 dias)

Eventos Fisioldgicos:

2. Ativagdo de outras enzimas
3. Modificacdo enzimatica do endosperma

¥

Secagem : 43% — 5% umidade

Perda de dgua—» inibicdo da atividade enzimatica
Formacdo de compostos de aroma e sabor

Melanoidinas, Furanos, Pirrols,
Tiofenos e Pirazinas

Malte © 5%deumidade > Alto potencial diastético e alto extrato

de amido e proteina (Friabilidade)

Esquema 1. Resumo do processo de malteacdo (PRIEST &STEWART, 2006),
adaptado pelo autor.

A maceragdo ¢ a primeira etapa na qual se prepara o grdo, para a
etapa de germinacdo. Nesta fase a absor¢do de dgua ocorre a partir da
base do grdo onde se localiza o embrido e em menor parte as laterais e
extremidade superior. Por este motivo as diversas partes do grao
apresentam inicialmente diferentes teores de umidade, se igualando com
o tempo (REINOLD, 2015). Inicialmente o grio vem do campo com
teores de umidade em torno de 12 % a 15 %. O objetivo da maceragdo ¢
fornecer agua para o grao de cevada, para que ele tenha possibilidade de
iniciar a germinacdo. Nesta etapa alguns pardmetros sdo necessarios

1. Crescimento do Embrisgo — Acido Gibirelico (camada de aleurona) —» Producgo de enzimas
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como: constituigdo da cevada, estrutura do grdo, potabilidade e
temperatura da agua a ser utilizada (14 °C-22 °C) e o tempo em que a
cevada ficara imersa em d4gua (REINOLD, 2015). Outro ponto
importante, na fase de maceragdo, ¢ a limpeza dos graos. Os graos
provém das plantacdes, transportes e silos graneleiros, que acumulam
muitas impurezas, como: poeira, cascas (fungos), palha, e outros. Assim
se faz necessaria a limpeza dos graos antes da malteacdo, no processo
chamado de lixiviagdo. Em muitos aspectos a etapa de maceracao ¢ uma
etapa critica no processo de malteacdo. Para produzir um malte
homogéneo, ¢ necessario alcangar igual conteudo de umidade em todo o
grdo. A taxa de respiragdo aumenta consideravelmente com o aumento
do contetdo de umidade do grdo. Para evitar a deficiéncia de oxigénio
na agua de macera¢do (anaerobiose) esta deve sofrer aeracdo. A aeracao
além de promover a renovagdo do oxigénio da agua, remove o didxido
de carbono e etanol que sdo substincias inibidoras da germinagdo. O
grao de cevada chega na malteria com umidade em torno de 12-15 % e
durante a maceragdo o objetivo ¢ aumentar esta umidade em torno de
45-46 % (MALLETT, 2014; REINOLD, 2015).

Na germinacdo, o objetivo é tornar as substancias de reserva do
grao suscetiveis as hidrolises por enzimas sintetizadas, sendo as mais
significativas para o processo de brassagem as alfa e beta amilases,
proteases e glucanases. O endosperma da cevada, representado pela
Figura 12-B, ¢ o maior depdsito de energia do grao, contém granulos de
amido em uma matriz de proteina rodeada por paredes celulares (Figura
12-E) e aprisionadas por um envoltdrio fibroso maior, rico em celulose,
pentosanas, lignina e fendlicos, a casca (Figura 12-D). As enzimas, por
sua vez, sdo sintetizadas na camada de aleurona (Figura 12-C), através
da absor¢do de agua pelo embrido (Figura 12-4), que tem a fungdo de
produzir acido giberélico, um horménio vegetal que promove a
germinacdo do vegetal. Induzida pelo acido giberélico, a camada de
aleurona (Figura 12-C) produz alfa-amilase, beta-glucanase e endo-
protease que sdo as enzimas responsaveis pela degradacdo do
endosperma (Figura 12-B) durante a maltagem (BAMFORTH, C. W.,
2003).
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Figura 12. Corte longitudinal do grdo de cevada: A-embrido; B-endosperma; C-
camada aleurona; D-casca. Ampliagdo da estrutura celular do endosperma: E-
parede celular (75 % de beta glucanos e 20 % de arabinoxilano); F-proteinas; G-
H- grande e pequenos granulos de amido. Adaptado de (BAMFORTH, C. W.,
2003).

A degradagdo das paredes celulares ricas em beta glucanas e
arabinoxilanas (Figura 12-E) ¢ de extrema importancia para a fabricacao
de cervejas, pois permitira o acesso das enzimas ao amido,
influenciando no rendimento. Mais ainda, influenciard na velocidade de
filtragdo do mosto e da cerveja, além de poder provocar turvagdo. As
proteases dissolvem a membrana de proteina (Figura 12-F) que envolve
as células de amido e enzimas citoliticas que promovem o
desdobramento da parede de hemicelulose, disponibilizando assim, os
granulos de amido inseridos na matriz proteica, permitindo o acesso aos
granulos de amidos grandes e pequenos (Figura 12-G e H)
(BAMFORTH, C. W, 2003; LEA &PIGGOTT, 2003).

A intensidade e o uso dos parametros de germinagdo sdo
conduzidos por meio da umidade, temperatura, relagdo O,/CO,, tempo e
ativadores/inibidores de germinagdo, pois permitem influenciar o
potencial enzimatico e o grau de modificagdo do malte. O processo de
germinagdo, ou seja, elaboragdo do malte verde (como denominado apo6s
a etapa de germinag@o) € caracterizada pelas seguintes fases:
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e Desenvolvimento embriondrio, que consiste no crescimento e
desenvolvimento da radicula e do foliculo;
Formagao e ativagdo enzimatica;

e Transformagdes das substancias de reserva.

O malte verde segue entdo para etapa de secagem, onde se
reduzird a quantidade de umidade. Para uma boa qualidade de secagem
do malte verde algumas andlises sdo feitas para uma melhor execugdo da
tarefa seguinte, conforme Quadro 3.

Quadro 3. Analises tipicas do malte verde.

Odor = Tipico;

Aspecto = Sem presenca de fungos, gridos danificados e
desprendimento excessivo das radiculas;

Crescimento da radicula e do foliculo. = uniformidade e comprimento
(3/4 a 7/8) do tamanho do grao.

Fonte: (MALLETT, 2014)

A secagem ¢ o ultimo processo dentro da malteria. A secagem do
malte verde tem grande influéncia na qualidade da cerveja produzida.
Portanto, o uso de uma cevada apropriada e ajustes ao longo dos
processos de maceracdo e germinagdo, terdo uma influéncia
fundamental para a fabricagdo do malte que se deseja. Os objetivos da
secagem do malte verde sdo os seguintes:

a) Conservagdo: Apds a sua secagem de 43 % a 5 % de umidade,
o malte pode ser armazenado por periodos superiores ha 06 meses sem
perda consideravel de suas caracteristicas;

b) Desenvolvimento de Aroma e cor: Durante a secagem ocorrem
reacOes entre substancias existentes no malte que contribuem para a
formacgdo de cor e aroma. As duas principais reagdes que ocorrem sio a
de caramelizagdo de agucares e de Maillard que ocorre entre agucares e
proteinas;

¢) Retirada da radicula: Com a secagem do malte verde a radicula
se torna quebradi¢a facilitando a sua retirada. A retirada da radicula é de
fundamental importancia, pois poderia transmitir gosto adstringente a
cerveja (MALLETT, 2014).

A selecdo de diferentes processos de malteacdo e secagem,
produzirdo diferentes tipos de maltes, consequentemente cores e aromas
variados (REINOLD, 2015). Maltes com temperaturas de secagem em
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torno de 80 °C dardo origem a maltes bases, ou seja, maltes com alto
poder enzimatico, levando a uma maior propor¢do na formulacdo de
cerveja, estdo entre eles: Malte tipo Pilsen, Malte tipo Pale Ale e Malte
tipo Vienna. Para temperaturas de secagem mais altas, em torno de 150-
200 °C, dardo origem a maltes e cervejas mais escuras, porem com
perdas no potencial enzimatico. Neste caso a ideia é confeccionar
diferentes sabores e aromas, como por exemplo: Malte tipo Carahell,
Malte tipo Carared, Malte tipo Carafa II, Malte tipo Chocolate, Malte
tipo Black, com tons de cor alaranjada, seguindo para vermelho,
castanho, marrom e chegando num tonalidade preta , respectivamente.

O tratamento do malte apos secagem (~80 °C) compreende o
resfriamento para evitar a perda da a¢do enzimatica, aumento da cor e
alteracdo no paladar da cerveja, assim como o polimento do malte,
eventual retirada de radiculas, particulas de cascas e p6 (REINOLD,
2015). Importantes fatores sdo atribuidos as modificacdes do malte:
estabiliza¢do bioldgica do cereal para transporte e armazenamento,
reducdo da quantidade de dgua, fornecimento de aroma, cor (reagdes de
Maillard) e paladar (LEA &PIGGOTT, 2003).

2.2.4.  Adjuntos Cervejeiros

Os adjuntos cervejeiros sdo matérias primas rica em carboidratos
(carboidratos de grande cadeia molecular ou carboidratos de pequena
cadeia molecular), utilizadas na forma complementar ao malte, que
podem conferir a cerveja uma qualidade caracteristica (PRIEST
&STEWART, 2006), além de proporcionar uma maior rentabilidade do
processo de fabricacdo, seja pelo menor valor ou maior produtividade
(BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004). O principal objetivo no uso de
adjuntos cervejeiros ¢ na obtencdo do extrato (sendo este fermentavel ou
ndo) para elaboragdo de cervejas, que dependendo da quantidade, ndo
comprometerd o processo de brassagem (KUNZE, 1999; PRIEST
&STEWART, 2006).

Dentre os complementos utilizados pelas grandes cervejarias
estdo o milho e o arroz. A justificativa no uso de adjuntos cervejeiros
estd na elaboragdo de cervejas mais leves comparadas as elaboradas com
puro malte, melhoria na estabilidade coloidal que aumenta a vida de
prateleira do produto, armazenagem e manuseio simples e reducdo de
custos (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004). Em véarios paises a
substituicdo parcial do malte por adjuntos na fabricacdo de cerveja é
permitida por lei, sendo varios os tipos de matérias-primas autorizadas.
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No Brasil, o Decreto n® 6.871 de 04 de junho de 2009, Capitulo IV “Da
padronizacdo das bebidas”, Secdo 3 “Das bebidas alcodlicas
fermentadas”, art 36, define cerveja como a bebida obtida pela
fermentacao alcodlica de mosto cervejeiro oriundo de malte de cevada e
agua potavel, por acdo de levedura, com adi¢do de lupulo (BRASIL,
2009a).

Parte do malte de cevada podera ser substituido por adjuntos, isto
¢, cereais maltados ou ndo (cevada, arroz, trigo, centeio, milho, triticale,
aveia e sorgo, integrais, em flocos ou a sua parte amildcea) e por
carboidratos de origem vegetal sendo este transformado ou nao. Existem
trés possiveis formas de inserir adjuntos no processo cervejeiro: i)
Adjuntos de fonte amilacea parcialmente germinados, que podem ser
cozidos junto com a cevada maltada, numa mesma tina de mostura,
como trigo, centeio e sorgo. ii) Adjuntos de fontes amilacea ndo
germinados, que deverdo ser cozidos, em uma tina de mostura diferente
da tina principal de brassagem, até a total gelatinizagdo do amido, como
batata, mandioca, milho, arroz e pinhdo. iii) Adjuntos de fontes
agucaradas, sdo dissolvidos no momento da fervura, como xarope de
milho, caldo de cana e high maltose (BRIGGS, BOULTON ET 4L.,
2004). Cada empresa define a propor¢do de malte e adjunto em seus
produtos, conforme lhe convém, porém deve-se observar o limite
maximo permitido pela legislagdo, item 2.1.5 da instrugdo normativa n°
54, de 5 de novembro de 2001, na qual diz “a utilizagdo do adjunto ndo
podera ser superior a 45 % em relacdo ao extrato primitivo” (BRASIL,
2001). Além disso, o seu uso abusivo pode resultar em uma cerveja
pouco encorpada, descaracterizando o produto final (SLEIMAN, FILHO
ET AL., 2010).

Nos tultimos anos tem-se destacado duas formas em se produzir
cervejas, as produzidas com mosto de alta densidade especifica e as
produzidas com adjuntos especiais, os quais podem aromatizar ou ndo as
mesmas (CARVALHO, 2009). A elaboracdo de cervejas especiais
usando novos adjuntos vem se tornando um diferencial nas
microcervejarias brasileiras, podem ser utilizados mandioca, batata,
banana, beterraba, pupunha, pinhdo, caldo de cana, chocolate e frutas
tropicais como limdo, cereja, morango, abacaxi, kiwi ¢ maga
(VENTURINI, 2010).

Exemplo de grande sucesso no Brasil e exterior estd no
pioneirismo das microcervejarias Colorado, Bodebrown e Way Beer, na
qual encontramos cervejas com produtos diferenciados em suas
composi¢des e formulagdes. O incremento do mel, café, mandioca,
rapadura, cacau, castanha-do-para, uva, chocolate, cascas de laranja,



62

semente de coentro, pimenta rosa e gabiroba sdo alguns dos adjuntos
que estdo presentes (PARRA, 2015a).
2.2.4.1. Araucdria angustifolia

Um interessante adjunto para pesquisa ¢ de grande uso na
culinaria regional é a semente da arvore da 4. angustifolia (Figura 13).

Figura 13. Pinha (sementes da Araucdria angustifolia) contendo pinhdes
(SPADA, 2011).

Esta semente ¢ utilizada cozida ou assada, em pratos regionais
como farofas, entreveros e pagocas (CONAB, 2014). Além do emprego
do pinhdo em alimentos, a semente pode ser utilizada na producdo de
bebidas, como a cerveja. O pinhdo apresenta um valioso teor nutricional
e energético, composto por aproximadamente 50 % de amido em base
umida (MUCCILLO, 2009) e aproximadamente 72 % de amido em base
seca (DAUDT, KULKAMP-GUERREIRO ET 4., 2014), além de
fragdes de proteinas, lipidios e compostos fenélicos (BELLO-PEREZ,
GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006), podendo ser considerado uma fonte
de fibras, vitaminas do complexo B, calcio, fésforo, magnésio e cobre
(Tabela 7), constituindo assim num alimento de grande importancia na
seguranca alimentar, principalmente das comunidades rurais da regido
serrana de Santa Catarina(CONAB, 2014). A casca do pinhdo tem sido
estudada para limpeza de dgua de efluentes, na remocao de cor e metais
pesados como o cromo (GUARDA, 2006).
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Tabela 7. Composi¢do (%) de pinhdo por 100 gramas de parte
comestivel (Pinhdo Cozido), algumas referéncias importantes.

Unicamp Cordenunsi Gama Taco
Umidade 50,0 50,3 45,7 51,0
Carboidratos 43,9 34,4 Nd 43,0
Proteinas 3,0 2.3 7,6 4,0
Lipidios 0,7 1,2 2.9 1,0
Fibras 15,6 5,7 17,3 15,6
Cinzas 1,8 1.4 2,2 1,8

Fonte: (CAPELLA, 2008),(NEPA, 2006)

Embora a principal fonte de estocagem das sementes de A.
angustifolia seja o amido, as proteinas e os lipidios também compdem
uma importante fonte de reserva. Tais teores variam de acordo com o
estado de desenvolvimento das sementes ¢ condi¢des edafoclimaticas
(temperatura, irrigagdo e caracteristica genética da espécie), sendo que o
acimulo dos nutrientes ocorre na desidratacdo da semente nas etapas
finais de maturac@o entre os meses de abril a maio, quando os valores de
proteinas podem variar de 8 até 15 % (CAPELLA, 2008).

O amido do pinhdo pode ser facilmente isolado sem adig¢do de
qualquer aditivo, porém na sua forma nativa tem limitadas aplicagdes
industriais (KLEIN, PINTO ET 4L., 2013). Com emprego de novas
tecnologias, o uso do amido pode ser obtido por processos fisicos,
quimicos e enzimaticos, sendo utilizados nos setores de alimentos como
estabilizantes de leite fermentado, sorvetes, queijos, produtos carneos,
na industria farmacéutica (STAHL, LOBATO ET 4L., 2007) como
espessantes de molhos, em artigos de pastelaria, fabricagdo de bolos e
em caldos diversos (ALMEIDA, 2010).

Atualmente o mercado cervejeiro brasileiro abre-se para novos
gostos e sabores, a ideia em inserir um novo produto na alimentagdo da
populacdo da regido sul e Brasileira, estd em fortalecer ainda mais os
projetos ja existentes, relacionados ao cultivo e a cadeia que envolve o
pinhdo. Em destaque esta a ECOSERRA (Cooperativa Ecoldgica dos
Agricultores, Artesdos e Consumidores da Regido Serrana), localizada
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no municipio de Lages-SC, que atualmente contribui para promogdo da
socio-biodiversidade com é&nfase no pinhdo e desenvolvimento
sustentavel das comunidades rurais da regido serrana de Santa Catarina-
SC (NIEHUES, 2008; SARTORI, 2010; REIS, 2013; CONAB, 2014).

O amido ¢ suscetivel a hidrolise acida e enzimatica por acao de
enzimas fungicas ou do malte. Pela agdo do malte sdo quebradas as
ligagdes alfa 1,4 com formacdo de maltose e dextrinas e pela acdo de
enzimas fingicas e 4cidos a hidrdlise ¢ completa e sdo obtidos maltose e
dextrose (ALMEIDA, 2010).

Uma das possiveis transformacdes do amido se da pelo
aquecimento de suspensdes em excesso de agua (>60 g/100g) causando
uma transic¢ao irreversivel denominada gelatinizacdo. Este fenomeno da-
se quando o granulo de amido intumesce com gradual hidrata¢do devido
ao relaxamento das ligagdes de hidrogénio mais fracas das dareas
amorfas. Nestas condigdes, os grupamentos hidroxila (OH’) sdo
liberados, ficando prontamente disponiveis para as ligagdes com as
moléculas de dgua e em consequéncia disto ocorre a expansdo dos
granulos de amido (MUCCILLO, 2009). Durante este estagio de
aquecimento (30-95 °C), a modificagdo do amido ocorre por alteracdao
de seu arranjo molecular e o transforma em gel de aparéncia
opalescente, translicida (ALMEIDA, 2010) e a viscosidade aumenta
gradualmente até um valor maximo (ou pico de viscosidade) (BELLO-
PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006). Sob este aquecimento
maximo, a temperatura constante, as regides amorfas sdo
desestabilizadas, iniciando assim, o processo de gelatinizacdo ou
gomificagdo (Tabela 8).
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Tabela 8. Temperaturas de gelatiniza¢do dos adjuntos mais utilizados na
produgio cervejeira (ANNEMULLER &MANGER, 2013).

Adjuntos Nome Latino Faixa de temperatura de
gelatinizacdo (°C), de acordo
[1] (2] (3]

Milho* Zea mays 62-72 62-74 60-79

Arroz* Oryza sativa 66-77 61-78 61-91

Cevada Hordeum 52-59 60-62 60-69
vulgare

Trigo Triciticum 58-64 52-64 52-66
aestivum

Centeio Secale cereale 57-70 -- 49-61

Sorgo Sorghum 68-77 69-75 67-79
vulgare

* Need deccotion

A gomificagdo despolimeriza o amido e a partir dai as moléculas
de seus componentes tem condi¢gdes de serem quebradas em moléculas
menores e soliveis. A velocidade de transformagdo, a temperatura em
que ocorre a viscosidade do produto sdo caracteristicas de cada amido
(ALMEIDA, 2010). Fisicamente, o inchaco do granulo ¢ observado
através do aumento da viscosidade, ficando a dispersdo do amido
transparente, devido a maior incorporacdo de agua, apds certo periodo
de tempo. A temperatura na qual a viscosidade comeca a aumentar é
chamada “’temperatura de pasta’’, pardmetro que pode ser obtido através
de amilogramas provenientes de analises de viscosidade obtidas no
viscoamilografo (RVA) (Figura 14).

A temperatura de pasta ndo deve ser confundida com a
temperatura de gelatinizag¢do, que consiste da temperatura ou faixa de
temperatura onde ocorre a perda de birrefringéncia, ¢ onde acima da
mesma, o processo de expansdo ¢ irreversivel, devido a perda da
estrutura cristalina. E considerada temperatura de gelatinizagio a faixa
de temperatura na qual a perda de birrefringéncia ¢ primeiramente
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notada. Este gradiente de temperatura é influenciado pelas forgas de
ligacdo no granulo, a qual varia de acordo com as espécies, isto é,
composicdo do granulo (razdo amilose/amilopectina, conteudo de
fosforo, lipidios, enzimas e proteinas presentes), estrutura molecular da
amilopectina (extensdo da ramificacdo, massa molecular e arquitetura
granular — razdo entre regides cristalinas e amorfas), morfologia do
granulo e distribuicdo de tamanhos dos granulos de amido
(MUCCILLO, 2009). A faixa de temperatura de gelatiniza¢do do amido
¢ caracteristica do gendtipo da planta na qual o amido ¢é sintetizado e ¢
afetado pelas condi¢cdes do meio (KLEIN, PINTO £7 4L., 2013). Como
os granulos da mesma fonte botidnica ndo tem exatamente a mesma
temperatura de gelatiniza¢@o, em uma populagdo de granulos naturais a
transi¢do ocorre a um intervalo de 5 a 15 °C (MUCCILLO, 2009).

Com abaixamento da temperatura ou com eliminacao da umidade
a goma ou gel se torna turvo, opaco e ocorre formacao de pelicula ou de
uma pasta rigida pela tendéncia de reversdo cristalina, tendo assim a
retrodegradacgdo, as vezes desejavel (ALMEIDA, 2010).
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Figura 14. Perfil de uma viscoamilograma de amido (MUCCILLO, 2009).

A viscosidade do amido ¢ tradicionalmente avaliada por meio de
analises das curvas de viscosidade, denominadas viscoamilogramas,
construido através de viscoamilografo (Rapid Visco Analyses — RVA)
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com base na metodologia de (MAZURS, SCHOCH ET 4L., 1957). O
perfil de empastamento de amidos obtidos através do RVA inclui pico
de viscosidade, tempo para atingir este pico, quebra, viscosidade final,
temperatura de pasta e setback ou indice de retrogradacdo que consiste
na diferenca entre a viscosidade final e a viscosidade minima. Nesta
analise, durante a fase inicial de aquecimento, um aumento na
viscosidade ¢ registrado no RVA quando os granulos comec¢am a inchar.
A temperatura na qual a viscosidade comega a aumentar ¢ denominada
temperatura de pasta. Neste ponto, polimeros com menor massa
molecular particularmente moléculas de amilose, comegam a ser
lixiviados dos granulos. Um pico de viscosidade ¢ obtido durante
empastamento quando os granulos em sua maioria, estdo totalmente
inchados, havendo também granulos intactos e o alinhamento molecular
dos polimeros solubilizados ainda ndo ocorreu dentro do campo de atrito
do instrumento. Durante a fase de temperatura e agitacdo constantes, 0s
granulos comegam a se quebrar, a solubilizacao dos polimeros continua
e o alinhamento molecular ocorre dentro do campo de atrito do
instrumento, resultando na diminui¢do da viscosidade. Ao ocorrer o
resfriamento alguns polimeros de amilose e amilopectina solubilizados
comegam a se reassociar, formando um precipitado ou gel ocorrendo um
aumento de opacidade da pasta. Este processo € conhecido como
retrodegradagdo ou sethack (BELLO-PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET
AL., 2006), (STAHL, LOBATO ET 4L., 2007).

Os viscoalimogramas obtidos por métodos viscoamilograficos
rapidos refletem a caracteristica do amido durante a formagdo do gel,
bem como resisténcia do gel as forcas mecanicas no aquecimento ¢ a
tendéncia a retrodegradacdo, mediante analise do comportamento no
resfriamento. As curvas de viscosidade representam uma importante
ferramenta para as observa¢des do comportamento do gel com as
condi¢des de processamento da inddstria, tais como aquecimento,
agitacdo e resfriamento (CAPELLA, 2008). O amido da semente de
pinhdo mostra um perfil de viscoamilograma que ndo é usual de um
cereal ou tubérculo, sendo mais proximo de um amido de leguminosa. O
gel é altamente resistente ao calor e agitagdo mecanica e mostra uma
relativa baixa retrogradagdo. Estudo realizado por (SPADA, 2011)
apresenta os viscoamilogramas dos amidos nativos e¢ modificados de
milho e pinhdo, sendo os valores de viscosidade maxima, viscosidade
minima, viscosidade final, quebra e sethack (Figura 15).
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Figura 15. Eixo y (cP) e eixo x (tempo/min).Viscoamilogramas agregados dos
amidos nativos e modificados de pinhdo e milho (SPADA, 2011).

O pinhdo nativo tem baixa temperatura de pasta e pico de
temperatura, com altos picos de viscosidade, breakdown (quebra) e
viscosidade final quando comparado ao amido de milho (STAHL,
LOBATO ET 4L., 2007) (Tabela 9). A entalpia de gelatinizagdo do
amido do pinhdo ¢ baixa, indicando uma desorganizacdo na estrutura
molecular. Isto sugere que o comprimento da ligagdo e sua distribui¢ao
ao longo da molécula sdo diferentes, sendo atribuida assim a estrutura
da amilopectina (CAPELLA, 2008).
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Tabela 9. Propriedade de pasta dos amidos nativos e modificados de
pinhdo e milho.
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Fonte: (SPADA, 2011), adaptado pelo autor.

Durante a rampa de aquecimento (30-95 °C), se observa o
aumento da viscosidade devido ao inchamento dos granulos de amido,
levando a gelatinizag@o. A temperatura na qual ocorre esse inchamento
ou temperatura de pasta, o amido de pinhdo nativo foi menor (68 °C) do
que para o amido de milho (78 °C), indicando que o amido de pinhdo
apresenta menor resisténcia a dissociacdo das pontes de hidrogénio
intramoleculares ¢ maior facilidade de expansdo do que o amido de
milho (SPADA, 2011). Alguns autores obtiveram resultados préximos
aos citado por (SPADA, 2011), ja os resultados obtidos por (BELLO-
PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006) foram semelhantes para a
temperatura de gelatinizagdo do amido de pinhdo (63 °C) e para o amido
de milho (73 °C), e quanto aos estudos feitos por (STAHL, LOBATO ET
AL., 2007), semelhangas foram obtidas para o amido de pinhdo, a
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temperatura de gelatinizagdo (59,6 °C) e para o amido de milho a
temperatura de gelatinizagdo de (74,8 °C). Estudos realizados por
(KLEIN, PINTO ET 4L., 2013), obtiveram a temperatura de gelatinizacao
do amido de pinhao (64,6 °C).

As variacdes dos valores obtidos se deve a metodologia de
extracdo empregada, o cultivar e as condigdes experimentais
influenciando nas respostas. A viscosidade de pasta é importante na
avaliacdo da qualidade do amido, uma vez que a fluidez pode interferir
nos equipamentos a serem utilizados e dimensionados em uma linha de
producdo, até no produto a ser fabricado. Neste contexto, pode-se dizer
que o amido do pinhdo ¢ uma importante alternativa para o
desenvolvimento de produtos que requerem alta viscosidade, sob
temperaturas relativamente menores em comparacdo ao milho
(WOSIACKI &CEREDA, 1985).

Para o todo o processo de produgdo cervejeira, sendo o adjunto de
fonte amilacea, deve-se analisar a temperatura de gelatinizagdo deste
amido. Se essa temperatura de gelatinizagdo é proxima a temperatura de
ativacdo das enzimas do malte, entdo este ndo precisara ser pré-cozido
ou sendo necessaria uma tina de cozimento extra (BRIGGS, BOULTON
ET AL., 2004). Em rela¢do ao amido de milho, o pinhdo possui uma faixa
de temperatura mais baixa, podendo assim, ter uma consideravel
economia de energia.

2.2.5. Leveduras

As leveduras sdo microrganismos utilizados na producao de uma
gama de produtos alimenticios, em especial bebidas fermentadas. Sao
microrganismos eucarioticos predominantemente unicelulares e
pertencentes ao reino Fungi. Como os bolores, sdo fungos, mas deles se
diferenciam por se apresentarem em forma unicelular. Sua reprodugio
vegetativa se faz geralmente por gemulagdo ou brotamento. Como
células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapidamente
que os bolores (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004; PRIEST
&STEWART, 2006; CARVALHO, 2009).

A levedura realiza fermentagdo do agticar com o objetivo de gerar
energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol somente
um subproduto desse processo. O género Saccharomyces apresenta
varias linhagens consideradas seguras e capazes de produzir dois
metabolitos primarios importantes, etanol e diéxido de carbono. Os tipos
de cervejas mais importantes (Ale e Lager) sio fermentados com
linhagens de S. cerevisiae e S. pastorianus, respectivamente
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(VENTURINI, 2010; WHITE &ZAINASHEFF, 2010). Antigamente
esta Ultima era chamada de S. uvarum ou S. carlsbergensis. As
leveduras cervejeiras se diferenciam na dindmica do processo
fermentativo sendo que as do tipo Ale, fermentam no topo do
fermentador e as do tipo Lager, fermentam no fundo do fermentador. As
leveduras Ale, fermentam em temperaturas mais altas que as Lager, na
faixa de (18-25 °C), e apos processo fermentativo decantam para o
fundo do fermentador. As leveduras Lager, fermentam em temperaturas
mais baixas na faixa de (8-12 °C), e apos processo de fermentacdo se
estabelecem no fundo do fermentador. Leveduras do tipo Lager, diferem
bioquimicamente das Ale, por possuirem a enzima alfa-galactosidase e
fermentam o carboidrato melibiose. Além disso, as leveduras lagers
passaram a ser mais populares devido ao resfriamento do processo e
também ao trabalho de microbiologistas como Cristian Hansen, em
isolar e utilizagdo de culturas puras para fabricagdo de cervejas.
Conseguiu-se entdo neste primeiro momento "‘domesticar’” as cepas
Lagers, ja que as cepas Ales trabalhava-se a temperaturas mais altas,
sendo bastante contaminadas por leveduras selvagens (LEA
&PIGGOTT, 2003; BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004; PRIEST
&STEWART, 2006; VENTURINI, 2010; WHITE &ZAINASHEFF,
2010).

A levedura Saccharomyces € um aerdbio facultativo, tem a
habilidade em se ajustar metabolicamente, tanto em condigdes de
aerobiose como de anaerobiose (auséncia de oxigénio molecular). Os
produtos finais de metabolismo dos agucares irdo depender das
condigdes ambientais em que a levedura se encontra. Assim, enquanto
uma por¢do do agucar ¢ transformada em biomassa, gas carbonico e
agua em aerobiose, a maior parte é convertida em etanol e gas carbonico
em anaerobiose, processo denominado fermentagdo alcodlica
(BRANDAO, CARVALHO ET 4L., 2007).

A bioquimica das reagdes que ocorrem durante a fermentacdo
representa a acumulagdo de efeitos de crescimento das leveduras no
meio nutritivo, que no meio cervejeiro ¢ denominado de mosto. Um
mosto tipico de cerveja tipo Pilsen, com alta gravidade especifica de
1.060 (15 °P) contém aproximadamente 150 g/ de acgulcares
fermentaveis ¢ 150 mg/L de aminoacidos livres (FAN) (BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004). O desaparecimento de nutrientes e a formagao
de etanol, CO; e outros metabolitos, que conjuntamente contribuem para
a formacdo da cerveja, sdo todos sub-produtos das leveduras em
crescimento. O mosto cervejeiro € um meio complexo e ainda ndo
completamente caracterizado. Acucares, dextrinas, aminoacidos,



72

peptideos, proteinas, vitaminas, ions, acidos nucléicos e muitos outros
constituintes (PRIEST &STEWART, 2006). Similarmente, as reacoes
que ocorrem durante a fermentacdo também ainda ndo sdo bem
caracterizadas. A bioquimica da S. cerevisiae ainda ¢ motivo de
intensivo estudo. Leveduras cervejeiras sdo heterdtrofos, anaerobicos
facultativos. Elas podem oxidar um vasto espectro de moléculas
organicas tanto para geragdo de energia em forma de ATP, quanto obter
esqueletos de carbono para reagdes anabolicas (BRIGGS, BOULTON ET
AL., 2004).

A concentracdo celular de carboidratos nas células de leveduras ¢é
de aproximadamente 30-35 % (massa seca) (BRIGGS, BOULTON ET
AL., 2004). A concentracdo inicial de carboidratos fermentaveis controla
a sintese de etanol durante o processo fermentativo. O espectro de
carboidratos fermentados ¢ a maxima concentracdo de etanol tolerado
sdo determinadas pela genética de cada cepa de levedura (BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004). Para a producdo de cerveja, as fontes de
carboidratos utilizados pelas leveduras estdo listadas abaixo:
monossacarideos (glicose, frutose, manose, galactose), dissacarideos
(maltose, sacarose) e trissacarideos (rafinose, maltotriose). Os fatores
que influenciam o desempenho das leveduras, assim como a
individualidade ou a combinacdo entre performance e individualidade,
para absorcao dos agucares presentes no mosto sao:

A linhagem de levedura;

A concentragdo e os tipos de nitrogénio assimilados;
A concentracdo de ions;

A temperatura de fermentacao;

A taxa de indculo;

A tolerancia das leveduras ao etanol;

A gravidade especifica do mosto;

A taxa de oxigenagdo com a taxa de inéculo;

O espectro de agucares do mosto.

A ordem de absor¢do dos agucares pela levedura segue
aproximadamente a seguinte ordem:
glicose>frutose>sacarose>maltose>maltotriose (WHITE
&ZAINASHEFF, 2010).

O crescimento pode ser oxidativo e/ou fermentativo, dependendo
da levedura e do meio de manipulagdo (com ou sem O;). Parte desses
aglicares ndo fermentados pode ser armazenada pelas células de
leveduras na forma de glicogénio e trealose. Este armazenamento de
energia quimica serd utilizado quando o meio na qual a levedura se
encontra estiver com deplegdo de acucares (KUNZE, 1999). Também ¢é
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muito importante para as leveduras reterem energia sob outras formas e
ndo simplesmente na forma de armazenamento de calor. As formas mais
importantes de energia quimica de reserva sdo: Adenosina di-fosfato
(ADP) e Adenosina tris-fosfato (ATP). O ATP ¢é importante fonte de
energia servindo tanto como energia de reserva da levedura como
energia de transferéncia de elétrons, sendo essencial para o processo de
fermentacdo alcoolica, assim como para os demais processos
metabolicos da levedura (KUNZE, 1999).

O metabolismo de transporte de agucares ¢ ajustado por
processos enzimaticos, (Figura 16), pela membrana celular da levedura e
pela agdo de sistemas de transporte especificos, dada a baixa
permeabilidade. A glicose e a frutose sdo reconhecidas pela levedura
através de difusdo facilitada, cessando este transporte quando as
concentragdes sdo iguais dentro e fora da célula. A maltose ¢ a
maltotriose sdo admitidas por um mecanismo de transporte ativo e suas
concentragdes na célula podem fazer com que haja maiores
concentragdes dentro da célula do que fora. O consumo de sacarose €
controlado pela enzima extracelular invertase, excretada pela levedura.
Esta enzima hidrolisa a sacarose em glicose e frutose que sdo
reconhecidas pela levedura por mecanismos ja citados. A maltose no
interior da célula ¢ hidrolisada pela enzima a-glicosidase. A maltotriose
¢ transportada semelhante a maltose e provavelmente, pela sua propria
permease, mas a uma velocidade inferior (BRIGGS, BOULTON ET 4L.,
2004; CARVALHO, 2009). A utilizacdo da maltose e maltotriose sdao
inibidas pela adi¢ao de glicose (PRIEST &STEWART, 2006). Uma vez
no interior da célula, os agucares sdo metabolizados pela via glicolitica,
originando etanol e CO,.

Maltotriose

Maltose
' permease

Maltotriose

Maltose
0-glucosidase a-glucosidase,
Glucose

Fructose

Glucose Glucose + Fructose

GfucoamyfaseT N invertase
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Figura 16. Consumo de carboidratos e enzimas ativas, pela Saccharomyces ssp
(PRIEST &STEWART, 2006).

A concentracdo de proteina nas células de leveduras ¢ de
aproximadamente 40-45 % (massa seca) (BRIGGS, BOULTON ET 4L.,
2004). O crescimento de leveduras ativas envolve o consumo,
principalmente de nitrogénio na forma de aminoécidos para sintese de
proteinas e outros compostos de nitrogénio para a formagdo celular
(KUNZE, 1999; PRIEST &STEWART, 2006). No processo
fermentativo a multiplicacdo celular ¢ cessada, quando termina o
consumo de nitrogénio. No mosto, a principal fonte de nitrogénio é para
sintese de proteinas, acidos nucléicos e outros componentes celulares.
Essa composi¢cdo ¢ originada durante a protedlise do malte (BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004). O mosto cervejeiro contém 19 aminodacidos e
assim como existe uma ordem na assimilacdo dos aglcares também
existe uma ordenacdo no consumo dos aminoacidos. Quatro grupos de
aminoacidos foram identificados com base em sua assimilagdo, como
listado no Quadro 4.

Quadro 4. Ordem de assimilagdo dos aminoacidos pela levedura.

A- Absorgdo B- Absorgdo | C- Absorgdo | D-  Absorgdo
rapida intermediaria lenta pequena ou
sem absor¢ao
Acido glutdmico Valina Glicina Prolina
Acido aspartico Metionina Fenilalanina
Asparagina Leucina Tirosina
Glutamina Iso-leucina Triptofano
Serina Histidina Alanina
Treonina Amodnia
Lisina
Arginina

Fonte: (STEWART &RUSSELL, 1998)
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Os aminoacidos do grupo A sdo utilizados imediatamente quando
as leveduras sdo inoculadas, enquanto os aminoacidos do grupo B sdo
assimilados mais devagar. A utiliza¢do dos aminoacidos do grupo C se
inicia quando termina o consumo do grupo A. O aminodcido Prolina ¢
muito pouco utilizado pelas leveduras (STEWART &RUSSELL, 1998).
O metabolismo de assimilacdo dos aminodcidos ¢ dependente da fase
em que se processa a fermentacdo e pela quantidade de aminoacidos no
mosto cervejeiro. O nivel de nitrogénio no mosto afeta a fermentagao
quando em niveis inferiores a 100 mg/L de aminoacidos. Os
aminodcidos ndo sdo habitualmente incorporados diretamente pelas
células de leveduras, sofrendo reagdes de transaminagdo. Significantes
porcdes de esqueletos de aminoacidos das proteinas de leveduras sdo
derivados via catabolismo de carboidratos do mosto. Isto explica porque
o total de aminoacidos do mosto ¢ importante para determinar a taxa de
crescimento fermentativo. O espectro de aminoacidos no mosto
influencia também o perfil aromatico (flavour) da cerveja (STEWART
&RUSSELL, 1998; PRIEST &STEWART, 2006).

As leveduras requerem alguns ions inorganicos para otimizar seu
crescimento e processo fermentativo. Concentragdes apropriadas de
alguns elementos permitem um crescimento acelerado e um aumento no
rendimento de biomassa e produgdo de etanol (BRIGGS, BOULTON ET
AL., 2004). Um desbalango nos ions causa altera¢cdes no metabolismo e
crescimento das leveduras. Os ions inorganicos sdo requeridos para
processos enzimaticos e estruturais. As Fungdes enzimaticas
compreendem: i) Ativadores enzimaticos (Mg’"), influenciando em
reacOes fosforilativas, particularmente durante a fermentagdo, sendo
cofator de carboxilases/descarboxilases; ii) Metalo coenzimas (K'),
atuando como cofator nas reacOes conectadas com ATP, tendo
importancia no metabolismo de energia e permeabilidade da membrana
(transporte ativo); iii) Cofatores redox de pigmentos (Fe’" e Cu®"); iv)
Catalisadores nos processos enzimaticos (Zn"', Mn>", Cu*", Co*"). Nas
funcdes estruturais envolvem a neutralizagdo de forgas eletrostaticas
presentes na estrutura celular de varias moléculas anionicas, como: a)
fons K e Mg®", se ligam ao DNA, RNA, proteinas e polifosfatos; b)
fons Ca** ¢ Mg®" se ligam aos fosfolipidios da membrana celular
eletricamente negativa; c) fons Ca>" se complexam com os fosfatos da
parede celular (PRIEST &STEWART, 2006).

A habilidade de um microrganismo de crescer e sintetizar um
produto em um dado ambiente ¢ determinado pelas caracteristicas
genéticas desse organismo. Sendo assim, o desenvolvimento bem
sucedido de um processo fermentativo depende primeiramente da
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obteng@o de uma boa cepa por selegdo, e segundo, elucidar o efeito dos
pardmetros ambientais de crescimento e formacdo de produtos, tais
como pH, temperatura, oxigenagdo, concentragdo de agtlicares e alcool
(REIS, 2011). A fermentacdo alcodlica ¢ definida como um processo
que ndo envolve a fosforilagdo oxidativa, onde ocorre a transformacao
de actlicares em etanol e dioxido de carbono (CO;) com a regeneracdo de
NAD". As leveduras utilizam os agucares como fonte de energia para
suas atividades fisioldgicas, para seu crescimento e reprodugdo, sendo o
etanol e o CO, expelidos da célula como subprodutos. O didxido de
carbono se dissipa no ar e o etanol permanece na fase liquida.

A transforma¢@o de uma molécula de glicose em duas de 4cido
piravico, acontece sob acdo da enzima piruvato descarboxilase que sdo
convertidas em acetaldeido com liberacdo de CO,. Apds a acdo da
enzima alcool desidrogenase ha conversdo do acetaldeido em etanol
com a reposicio de NAD', indispensavel para a continuagdo do
processo. A Figura 17 descreve a via de fermentagdo alcodlica onde o
processo inicial da glicélise ocorre (VALLE, 2012).

2 ADP + Pi 1 ATP
2 NAD" 2 MADH = 2H" 200, 2 NADH + 2H' 2 HAD'

glicose Ee=——"> 2 acido pirlvico E=—=2= 2 acetaldeido =::- 2 etanol

CeHe: 0y glicolise CH;COCOOH pinsvato CH.CHO alcool CH;CH:OH
descarboxilase desidrogenasa

Figura 17. Via de fermentacao alcoolica, adaptado pelo autor (VALLE, 2012).

A fermentacdo produz outros metabodlitos além do etanol e
dioxido de carbono. Sdo importantes apesar de aparecerem em pequena
quantidade, sendo responsaveis pelo aroma da cerveja. Dessa forma
podem influenciar as propriedades organolépticas das bebidas alcodlicas
produzidas. Estes compostos sio os alcodis superiores (alcool
isoamilico, n-propanol, 2-feniletanol, entre outros), aldeidos, ésteres,
acetatos e o glicerol (VALLE, 2012). As Leveduras sdo um dos mais
importantes contribuintes para o desenvolvimento de aroma para a
cerveja. As caracteristicas de sabor e aroma estdo determinadas de
forma preponderante pela linhagem de levedura utilizada. Embora o
etanol seja o principal produto de excregdo produzido pela levedura
durante a fermentacdo do mosto, esse alcool primario tem pequeno
impacto no sabor da cerveja. O tipo e a concentragdo de varios produtos
de excrecdo formados durante a fermentacdo € o que primariamente
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determina o sabor da cerveja. A formagdo desses compostos aromaticos
depende de todo o processo metabdlico da levedura (RONALDO, 2009;
VENTURINI, 2010). Varios fatores podem afetar esse processo
metabolico e, consequentemente, o sabor da cerveja, incluindo i)
linhagem de levedura; ii) temperatura e o pH da fermentacao, o tipo e a
proporcdo de adjunto, o modelo do fermentador; iii) concentracdo do
mosto (gravidade inicial, OG); iv) quantidade de inoculo; v) oxigenagao
inicial da fase lag (WHITE &ZAINASHEFF, 2010).

Importante para o processo de otimizacdo da fermentagdo, estd
em conhecer o perfil da linhagem de levedura a ser utilizada. Os
microrganismos agem segundo seu sistema enzimatico, o qual como se
sabe, ¢ constituido por milhares de enzimas. Estas enzimas sio
sintetizadas pelo proprio microrganismo, porém esta sintese ¢ controlada
pelas condi¢des do meio externo (fendmenos de inducdo e repressao),
assim como a a¢do das enzimas ¢ também modulado (presenga de
inibidores e ativadores), o que confere ao sistema uma enorme
complexidade. Um dos parimetros para se caracterizar o perfil
fermentativo de cada cepa, ¢ obter uma maxima produtividade com
qualidade constante do produto.

A temperatura ¢ uma das condi¢cdes ambientais que mais afetam a
atividade das leveduras, influenciando no crescimento, metabolismo,
capacidade fermentativa e viabilidade celular (REIS, 2011). A influéncia
da temperatura nas fermentagdes de mostos com alta concentracdo
inicial de substrato estd relacionada a tolerancia ao etanol. Mosto com
alta concentragdo, por exemplo (27 °P), obtidos com adigdo de xarope
de milho, suplementados com nutrientes e fermentados a 14, 20, 25 e 30
°C mostraram que a velocidade de fermenta¢do acompanhou o aumento
da temperatura. Por outro lado, a medida da viabilidade celular apés o
quinto dia, apresentou resultados extremamente baixos em mosto
fermentados em altas temperaturas, apesar dos niveis de etanol terem
sidos similares ao final das fermentacdes. A explicagdo para o aumento
do efeito inibitorio do etanol em altas temperaturas tem sido atribuida ao
acumulo de etanol intracelular (VENTURINI, 2010). A alta temperatura
de fermentacdo e alta concentra¢do de aminoacidos favorecem a
formagdo de alcoois superiores em cervejas (LEA &PIGGOTT, 2003).

O estresse induzido pelo aumento da osmolaridade externa do
meio leva a redug@o de crescimento e perda da viabilidade das células de
leveduras, devido as perturbagdes no gradiente osmotico através da
membrana plasmatica. Isto leva por sua vez, a perdas em volume das
células que se contraem por causa de diferencas em pressdo osmotica
entre o interior ¢ o exterior de suas células (REIS, 2011). A composicdo
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do meio com elevados teores de substratos acaba por exercer grande
influéncia sobre a capacidade fermentativa da levedura, conduzindo a
fermentacdes mais lentas. As leveduras cervejeiras sdo geralmente
caracterizadas por possuirem uma tolerancia relativamente baixa as altas
concentragdes de etanol. O crescimento celular ¢é inibido em
concentragdes acima de 15 % (v/v), enquanto a capacidade fermentativa
¢ inibida em concentragdes acima de 17 % (v/v) de etanol. A tolerancia
ao estresse das leveduras cervejeiras durante fermentagdo de mostos
com alta densidade depende da cepa utilizada (VENTURINI, 2010).

Logo, a suplementa¢do do meio com extrato de levedura como
fonte de nitrogénio, peptona, uma mistura de ergosterol e acidos graxo
insaturado (por meio da fracao de 4cido oleico do Tween 80), e sais de
magnésio ou potassio apresenta efeito positivo sobre a velocidade de
fermentacdo global e mesma producdo de etanol em tempos menores
(VENTURINI, 2010). A concentragdo de nutrientes limitantes do
crescimento em mostos de alta densidade deve ser aumentada em
propor¢ao a concentracao especifica do mosto utilizado.

Segundo Venturini Filho e Cereda (2001), no inicio da
fermentacao alcoolica a quantidade de leveduras a ser utilizada deve ser
tal que resulte numa concentragdo de 5 a 15 milhdes de células de
levedura por ml de mosto. Embora as circunstancias variem de mostos
para mostos e de linhagens para linhagens, uma fermentacao requerera 1
ppm de oxigénio dissolvido e 0,75-1x10° UFC/mL para cada 1 °P de
extrato no mosto para leveduras do tipo Ale, e o dobro para leveduras do
tipo Lager (ESSLINGER &NARZISS, 2003; VENTURINI, 2010).
Porém, pra fermentagdes de mostos de alta densidade, por exemplo, 25
°P, a taxa de inoculo fica em torno de 1,5-3‘,5){107 UFC/ml, gerando uma
maior velocidade de fermentacdo do mosto e uma diminui¢do do tempo
da atenuagao limite do mosto (VENTURINI, 2010).

Quanto a utilizagdo de oxigénio, as leveduras S. cerevisiae tem
caracteristicas facultativas, podendo seguir rotas metabdlicas tanto na
auséncia (fermentacdo) como na presengca de oxigénio (respiracio)
(REIS, 2011). A fermentagdo do mosto para a producdo de cerveja é
principalmente anaerobica, mas no momento de inoculagdo com a
levedura, certa quantidade de oxigénio deve estar disponivel para
favorecer a multiplicacdo celular. Somente no inicio do processo
fermentativo o oxigénio ¢ benéfico; em qualquer outra etapa, promove
oxidagdes e instabilidade no produto final (VENTURINI, 2010).

Se o processo fermentativo ja estiver iniciado e ocorrer
incremento de grandes quantidades de oxigénio, a fermentacdo alcoolica
¢ inibida, fendmeno denominado efeito Pasteur. Este efeito esta
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associado ao estado fisiologico da célula, sendo que se manifesta
principalmente nas leveduras que ndo estdo na fase de crescimento (fase
estacionaria) na qual ocorre nitida diminui¢do do consumo especifico de
glicose (REIS, 2011).

As leveduras requerem oxigénio para sintetizarem acidos graxos
insaturados e esterdis, os quais sdo necessarios para o metabolismo
anaerébico (VENTURINI, 2010), sendo estes compostos essenciais para
as membranas e pré-requisito para o crescimento celular (BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004). Durante todo o processo fermentativo ocorre
o decréscimo de 4cidos graxos insaturados e esterois, fazendo com que
limite a taxa de crescimento celular, portanto a oxigenac¢do para uma
nova reutilizagdo destas leveduras (reinoculacdo) ¢ essencial para a
formagdo e estruturacio das membranas celulares (BRIGGS,
BOULTON ET 4L., 2004). Contudo, em altas concentragdes de agucares
ocorre a inibi¢do da atividade das enzimas respiratorias, levando a
producdo de alcool na presenca de oxigé€nio, processo denominado
Efeito Crabtree (REIS, 2011).

Fermentagdes aerobicas, ou seja, com disponibilidade de
oxigénio, produz um espectro diferente de ésteres comparado as
fermentacdes anaerdbicas. Geralmente, mais ésteres sdo produzidos
quando a fermentagdo ¢ totalmente anaerdbica. Por exemplo, o etil
hexanoato, etil-octanoato (aromas de frutas), e fenil-etil acetato (aroma
de mel, rosas), sdo encontrados em fermentacdes anaerdbicas. Enquanto,
em fermentagdes aerobicas, a produgdo de acido acético e acetaldeido,
sdo os componentes predominantes (LEA &PIGGOTT, 2003).

2.3. Contaminantes da Cerveja

Contaminantes podem estar presentes na cerveja, devido a
matéria-prima, ambiente da cervejaria ¢ manipulagdo (VENTURINI,
2011). Ao longo dos séculos produzir cervejas de excelente qualidade
tem sido o desafio enfrentado por cervejeiros de todo o mundo.
Considerada por muitos como uma bebida viva e, especialmente por sua
qualidade estar intimamente ligada ao processo de fermentagdo do qual
resulta, a principal atribui¢do do cervejeiro, estd em criar as condi¢des
perfeitas e garantir que as leveduras possam desempenhar
adequadamente o seu papel (RODOLFO, 2015).

Disponibilizar nutrientes necessarios, proporcionar a temperatura
ideal, manter a viabilidade e a pureza das cepas de leveduras
empregadas sdo alguns dos fatores primordiais para o sucesso da



80

elaboracdo de uma cerveja. Infelizmente ao promover o ambiente
favoravel para a multiplicagdo das leveduras, outros microrganismos
indesejados terminam por ingressar no processo, impactando
negativamente no resultado deste. Manter microrganismos
contaminantes em niveis adequados no processo cervejeiro tem
demandado esforgos consideraveis por parte das industrias, exigindo
uma rigorosa rotina de controles ao longo de todo o processo de
elaboragdo bem como nas matérias-primas nele empregadas. As
condi¢cdes gerais do ambiente produtivo, dos manipuladores e dos
processos de higienizacdo necessitam ser adequadamente controlados,
garantindo assim a qualidade esperada para o produto final (RODOLFO,
2015).

E de extrema importincia que os parametros de qualidade da
cerveja fiquem constante ao longo de todo o processo. O monitoramento
do processo e o controle de qualidade sensorial, assim como estabilidade
de espuma e turbidez sdo necessarios para uma boa reprodutibilidade da
bebida (KUNZE, 1999). Os fatores de sensibilidade microbiologica da
cerveja, suas caracteristicas intrinsecas, peculiares do processo de
elaboragdo e controles necessarios para que se possa conferir a protecao
necessaria a bebida frente aos contaminantes sio (RODOLFO, 2015):

e A baixa disponibilidade de oxigénio, gerada pela presenca de
CO,, aliada a baixos valores de pH constituem importantes
fatores de inativag@o microbiana na cerveja, os quais somados ao
poder bacteriostatico exercido por constituintes presentes na
bebida, como o lapulo e alcool, complementam a sua estabilidade
microbiologica.

o Nutricionalmente, a cerveja pode ser considerada um meio
deficiente para uma grande parte dos microrganismos, uma vez
durante a etapa de fermentagdo, as fontes de carbono e nitrogénio
sdo praticamente exauridas pelas leveduras. Por outro lado,
substincias provenientes do metabolismo intermediario das
leveduras e outras excretadas durante a autolise das células
podem ser utilizadas como fonte de nutrientes e metabolizadas
por eventuais microrganismos deteriorantes.

o As matérias-primas empregadas na elaboragdo do mosto (malte,
dgua, adjuntos, etc), trazem consigo uma extensa biota
microbiana a qual, nas etapas iniciais da elaboragdo (maceragéo e
fervura), sera significativamente reduzida pelo uso do calor
requerido por esses processos. Os microrganismos capazes de
resistir ao processo térmico (esporulados principalmente) nao
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devem constituir um grande perigo, uma vez que a rapida queda
no valor de pH e as temperaturas reduzidas durante a fase de
fermentacao impedirdo o seu crescimento.

Atencdo especial deve ser dada as etapas frias de processo, nos
processos pos fervura, onde pela auséncia de calor, qualquer
microrganismo contaminante que venha ingressar no processo,
encontrard ambiente bastante favordvel para sua proliferacao;
portanto qualquer matéria-prima que possa ser adicionada
posteriormente e até mesmo o oxigénio ou ar empregados na
etapa de aeracdo, podem constituir uma agente contaminante
importante.

Um réapido resfriamento do mosto aliado a excelentes condigdes
de sanidade dos equipamentos (resfriados, tubulacdes, tanques,
etc) sdo maneiras de impedir uma contaminacdo do mosto
terminado.

Durante a fase inicial do processo de fermentacdo, a vitalidade
das células de leveduras e sua capacidade de multiplicacdo
influenciardo diretamente no sucesso de sua competicdo contra
outros microrganismos naturalmente presentes no ambiente da
fermentacdo. A temperatura correta aliada ao correto grau de
aeracdo do mosto auxiliardo de maneira decisiva no sucesso da
etapa de fermentagao.

Apesar das restricdes proporcionadas pela sua composicdo e

pelos processos empregados em sua fabricagdo, um grupo de
microrganismos em especial possui a capacidade de sobreviver e se
multiplicar na cerveja. Embora a cerveja seja restritiva ao crescimento
bacteriano devido as suas caracteristicas (pH baixo, concentracdo de
alcool, baixo teor de oxigénio), as cervejarias ndo sdo excegdo a essa
regra. Identificar, controlar e eliminar esses microrganismos tem sido,
nos ultimos anos, uma dos maiores desafios enfrentados pelas
cervejarias (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004; PRIEST &STEWART,
2006). A presenca desses microrganismos no processo tem uma série de
consequéncias negativas, como:

Interferéncia e redugdo da eficiéncia de fermentagao;

Alteracdo e comprometimento da qualidade sensorial;
Acidificacdo, turbidez, sedimentacdo ¢ ma formagdo de espuma;
Redugdo do tempo de prateleira do produto;

Rejeigdes e devolugdes de lotes do mercado, etc.
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Esses microrganismos fazem parte da microbiota natural do
ambiente cervejeiro, sendo encontrados nas matérias-primas, na agua,
em equipamentos inadequadamente higienizados ou mal dimensionados
e também no ambiente (ar). O risco de deterioragdo bacteriana € a
principal preocupagdo das indistrias de bebidas e alimentos voltadas
para a qualidade, pois gera grandes perdas econdmicas e impacta
negativamente a imagem da marca. Bactérias sdo agentes danificadores
comuns da cerveja. Sdo comumente divididas nas categorias Gram-
positivas e Gram-negativas (VENTURINI, 2010; RODOLFO, 2015). As
bactérias Gram-positivas, sdo as que trazem os maiores problemas para
a cerveja, sdo as bactérias lacticas pertencentes aos gé€neros
Lactobacillus e Pediococcus.

Os Lactobacillus  cervejeiros sdo heterofermentativos e
homofermentativos, alterando seu sabor causando off-taste, produzindo
acido lactico e acético, CO,, etanol e glicerol como produtos finais, com
algumas espécies também produzindo diacetil e pentanodiona (LEA
&PIGGOTT, 2003).

Por outro lado, a presenga de Lactobacillus pode ser proposital
para que se confira uma diferencia¢do sensorial a bebida. Cervejas do
tipo Berliner Weiss ¢ exemplo desse uso. Os pediococus sio
homofermentativos e possuem seis espécies identificadas, mas a espécie
predominante encontrada na cerveja é Pediococcus damnosus sendo sua
infeccdo caracterizada pela formacdo de acido latico, diacetil e
pentanodiona (LEA &PIGGOTT, 2003). Entre as bactérias Gram-
negativas que causam danos a cerveja incluem-se as bactérias acéticas
(Acetobacter e Gluconobacter), e alguns membros da familia das
enterobactérias (Escherichia, Aerobacter, Klebsiella, Citrobacter e
Obesumbacterium) como também Zymomonas, Pectinatus e
Megasphaera (VENTURINI, 2010).

A presenga de leveduras selvagens também é potencial fonte de
contaminagdo. Levedura selvagem ¢é qualquer levedura diferente da
levedura de cultivo utilizada na elaboragdo da cerveja. Elas podem ser
originadas de diferentes fontes. Estudos encontraram mais de 120
leveduras selvagens isoladas a partir de mosto e cerveja, demostraram
que, além de varias espécies de Saccharomyces, foram encontradas
espécies dos géneros Brettanomyces, Candida, Debaryomyces,
Filobasidium, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora
e Zygosaccharomyces (KUHLE &JESPERSEN, 1998; VENTURINI,
2010).

Os efeitos potencialmente causados pela contaminagdo por
levedura selvagem variam de acordo com cada contaminante. Se o
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contaminante € outra levedura cervejeira, os principais problemas estio
relacionados com a velocidade de fermentagdo, atenuacdo final,
floculagdo e paladar do produto final. Se o contaminante ndo é uma
levedura cervejeira, este pode competir pelos constituintes do mosto,
possivelmente ocorrendo problemas como producdo de off-flavours
semelhantes aqueles produzidos pelas bactérias (VENTURINI, 2010).
Modernamente, os microrganismos contaminantes vém sendo estudados
e classificados conforme seu potencial de deterioracdo e risco de
infec¢do no decorrer do processo, dividindo-se em quatro importantes
grupos conforme demonstrado na Quadro 5.

Quadro 5. Importancia dos microrganismos contaminantes de acordo
com seus potenciais de deterioracdo da cerveja.

I- Obrigatorios (Potencial forte de deterioragio)

Alta tolerancia as caracteristicas da cerveja;

Curto tempo de adaptag@o;

Causam turbidez e sedimentagéo;

Producéo de diversos metabolitos indesejaveis na cerveja.
Exemplos:

Lactobacillus brevis, L. Lindneri, Pediococcus damnosus, Megasphaera
cerevisiae,  Pectinatus  cerevisiiphilus/frisingensis, Saccharomyces
diastaticus.

1I- Potenciais (Potencial médio de deterioragdo)
e Crescem apenas em condi¢des especificas, como: baixo alcool,
baixo lupulo, pH elevados, alto oxigénio, ma atenuacio;
e Longos tempos de adaptacio;
o  Causam turbidez e sedimentagao.
Exemplos:
Lactobacillus  plantarum, Lactococcus lactis, Micrococcus kristinae,
Zymomonas mobilis, Saccharomyces pastorianus.

1II- Indiretos (Potencial médio de deterioragio)
e Sem crescimento na cerveja;
Crescem no mosto e no inicio da fermentagao;
Causam deterioracdo Fenolica, DMS, Acetoina e problemas na
fermentacao.
Exemplos:
Bactérias: Enterobacter agglomeran, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Obesumbacterium proteus.
Leveduras: Candida kefyr, Pichia anomala, leveduras selvagens.
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Iv- Indicadores (Potencial fraco de deteriorago)
Nao causam deterioragdo, mas indicam higiene deficiente;
Falhas no processo de limpeza e sanitizacao;
Estao associados geralmente aos deteriorantes;
Podem ser identificados por meio de uma rotina de controle com
swabs.
Exemplos:
Acetobacter pasteurianus, acinetobacter calcoaceticus, Klebsiella
pneumoniae, debarymomyces hansenii, Saccharomyces selvagens.

Fonte: (RODOLFO, 2015)

2.4. Processo de Fabricagao da Cerveja

O processo milenar de fermentacdo de um mosto obtido a partir
do cozimento de cereais para a obtencdo da cerveja vem sendo
aprimorado ao longo do tempo. A cerveja que conhecemos hoje €
resultante de um processo que vai muito além da simples transformagao
de moléculas de agticar em etanol e CO, (RONALDO, 2009).

Cerveja ¢ descrito como uma bebida que contem alcool, extrato e
gas carbonico. Cerveja ¢ preparada a partir de cevada maltada, ltpulos,
agua e leveduras. O alcool deve ser exclusivamente produzido a partir
destes ingredientes, que foram convertidos em aglcares fermentaveis
durante o processo de brassagem.

A cevada maltada pode ser combinada com trigo maltado e outros
adjuntos cereais ndo maltados. As leis de uso e propor¢do de uso de
adjuntos variam de pais a pais. Durante este processo, chamado
brassagem, moléculas de alta massa molecular do malte sdo degradadas
por certas enzimas especificas, que sdo ativadas em certas faixas de
temperaturas. A suspensdo ¢é filtrada para separar a parte liquida,
chamada mosto, da parte sélida, ou bagaco. Este processo ¢ chamado de
filtragem. O mosto ¢ entdo fervido com adi¢do de lipulos, causando
coagulacdo dos constituintes, chamado de #ub quente. Este precipitado
¢ removido e o mosto entdo clarificado ¢ resfriado até a temperatura de
inoculagdo. Esta temperatura varia conforme o tipo de levedura e o tipo
de cerveja que ird produzir. O processo de fermentacao ¢é iniciado apds
inoculagdo das leveduras e saturagdo do mosto com oxigé€nio. Os
aglicares fermentaveis de baixa massa molecular do mosto sdo
convertidos em etanol e numerosos compostos de aromas (produtos de
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fermentacdo), de acordo com o metabolismo da cepa de levedura
utilizada. Apds o processo de maturagdo, o sabor ¢ enriquecido com gas
carbonico produzido pela fermentac@o. A cerveja passa por um processo
de filtragdo e entdo engarrafada (ESSLINGER &NARZISS, 2005).

2.4.1. Producdo do mosto cervejeiro

O processo de producdo do mosto cervejeiro ou mashing, € a
mistura de cereais maltados moidos e adjuntos, com agua quente, essa
mistura entdo homogeinizada e deixada em repouso em certas
temperaturas, na qual havera ativacdo enzimatica degradando beta-
glucanos, proteinas e amidos presentes na solucdo, resultando em
agucares que compreenderdo a solu¢do, o mosto (PRIEST &STEWART,
2006). Existem 3 principais métodos de mashing que tem sido usado
pelos cervejeiros, cada uma dependente dos equipamentos e materiais
envolvidos:

1) Mashing por infusdo: Este ¢ um método classico Britanico, na
qual ¢ usado uma tina de mostura a temperatura constante e sem
agitacdo (LEA &PIGGOTT, 2003). Este processo também ¢ adaptado
para fazer miltiplas rampas de temperatura com agitagdo, onde se deseja
diferenciar por diferentes temperaturas empregadas cada qual ativando
uma enzima especifica, desta forma podemos personalizar a cerveja e o
perfil fermentativo do mosto. Para este tipo de equipamento € requerido
para um tipo de cereal maltado de alta qualidade, bem modificado,
sendo utilizado por pequenas cervejarias. A separagdo do mosto do
bagaco se faz na panela de filtragem (mash tun) (BRIGGS, BOULTON
ET AL., 2004) (Figura 18).
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Figura 18. Rampas de mosturagdo em fungo da temperatura com varias rampas
de temperatura (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004).

i1) Mashing por decocgdo: Este método ¢ um classico Europeu, na
qual usa-se uma série de diferentes temperaturas, o equipamento cervejeiro
€ mais sofisticado podendo se trabalhar com cereais maltados menos nobres
ou menos germinados. O aumento da temperatura ¢é iniciado pela decoccao
propriamente dita, parte do malte (mash) é levado a fervura que apos algum
tempo ¢ retornado a tina de mostura principal. Este processo pode ser uma,
duas ou até 3 vezes (Figura 19). Desta maneira, se obtém temperaturas
otimas de protedlises (40 a 50 °C), seguido por temperaturas Otimas na
hidrélise do amido (65 °C) e finalmente chegando em temperatura de
separagdo do bagaco (76 °C). Neste caso também € necessario o uso da tina
de filtrac@o (separagdo do bagago do mosto) (BRIGGS, BOULTON ET AL.,
2004).
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Figura 19. Rampas de mosturagdo em fungdo da temperatura tipico de dupla-
decoccdo (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004).

ii1) Mashing duplo: Este método ¢ um classico Americano. Este
processo ¢ usado quando se utiliza adjuntos que precisam ser pré-
cozinhados (gelatinizado), antes da adi¢cdo dos cereais maltados. Sao
necessarios duas tinas, a tina de mostura e a tina de gelatinizagdo. Apos
a completa gelatinizagdo do adjunto, entdo os dois sdo misturados no
cozinhador. Adjuntos como arroz, milho, maisena, etc, sdo aquecidos
com agua em temperatura de aproximadamente (85 °C), deixando por 10
minutos para alcangar a viscosidade desejada. Neste processo parte do
malte, 5 a 10 %, ¢ adicionado para ajudar na redugdo da viscosidade.
Apos isso, a mistura estara pronta para ser levada a tina de mostura
principal com temperatura de 35 °C (Figura 20). O ajuste da
programagdo das rampas de temperaturas com a adi¢gdo do adjunto
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(temperatura de fervura), levara a tina principal a temperaturas proximas
de sacarificagdo (hidrolise do amido) (BRIGGS, BOULTON ET 4L.,
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Figura 20. Rampas de mosturagdo em func¢do da temperatura para adjuntos (.....)

e para cevada maltada (___ ) (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004).

A maioria das substincias do malte ainda estdo insoluveis.
Somente substancias soliiveis sdo capazes de fazer parte da cerveja,
portanto € necessaria a conversdo de substancias insoluveis em
substincias soluveis a partir do processo de mosturagdo ou mashing
(KUNZE, 1999). O objetivo da mosturacdo ou producdo do mosto
cervejeiro € tornar o grao tdo fino que se possa hidratar com agua
quente, se tornar soltivel e ser atacado pelas enzimas para se converter
em agucares fermentaveis (hidrélise), além de disponibilizar proteinas,
aminodcidos, dextrinas e ions para os processos enzimaticos. Nesse
sentido, deve-se considerar que todo o processo enzimatico depende da
temperatura, do tempo, do grau de acidez e concentragdo do meio e
qualidade do malte (VENTURINI, 2010).

A chave para o sucesso estd em controlar os seguintes paridmetros
(Figura
21).
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Controle de Processo

Gerenciamento de Processo

Gridos moidos

Volume e fluxo de dgua
Temperatura da dgua
Homogeinizacdo do mash
Temperaturas do mash
Controle de Equipamento

Especificagdo do malte,
Especificacdo da dgua,
Eficiéncia de conversdo,
composicdo do mosto:

cor, pH, 2P, viscosidade,
completa degradacdo do
amido, % fermentabilidade

de aglicares, proporgdo
proteina:polipeptidios:FAN

Figura 21. Mashing: pardmetros a serem controlados, adaptado pelo autor
(BRIGGS, BOULTON E7 4L., 2004).

Durante o processo de mosturacdo, as faixas ou rampas de
temperaturas iniciais para uma boa conducdo enzimdtica, estdo
esquematizados na Tabela 10.

Tabela 10. Temperatura ¢ pH oOtimos com suas respectivas
enzimas atuantes.

Enzimas Temperatura pH Substrato Inativacéo
6tima (°C) 6timo (°O)

Hemicelulases 40-45 4,5-4,7 Hemicelulose 50
Exopeptidades 40-50 5,2-8,2 Proteinas 55
Endopeptidases 50-60 5,0 Proteinas 70
Dextrinase 55-60 5,1 Amido 65
B-amilase 60-65 5,4-5,6 Amido 70
o-amilase 70-75 5,6-5,8 Amido 80

Fonte: (ESSLINGER &NARZISS, 2005)
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1) Temperatura, 35-40 °C, liquefacdo do substrato (grdos) e das
enzimas presentes no malte, onde o malte moido é misturado com agua
nesta faixa de temperatura na propor¢do 1/4 (1 por¢do de malte para 4
porcdes de agua Kg/L). O pH inicial ¢ dependente do tipo de cerveja a
ser confeccionado, porém uma faixa média de ajuste, compreende pH de
5,2 a 5,6. Podendo ser ajustados com acidos latico, fosforico ou
cloridrico (ESSLINGER &NARZISS, 2005).

i1) Temperatura, 40-44 °C, ocorre a solubilizag¢do e gelatinizagdo
do malte e ag¢do das enzimas [-glucanases, degradando as paredes
celulares do endosperma composta de proteinas, celulose e
hemicelulose, ligados pelas ligagdes de B-glucanos. Esses compostos se
ndo forem corretamente degradados, podem formar géis e aumentar a
viscosidade do mosto dificultando na filtragdo. Moléculas de B-glucanos
podem estar associadas nas paredes celulares com as moléculas de
proteinas, por meio de ligacdes de pontes de hidrogénio. Isso acontece
em maltes pouco modificados, por exemplo: milho (PRIEST
&STEWART, 2006).

iii) Temperatura, 50-55 °C, esta fase é chamada comumente de
parada protéica. A degradagdo das proteinas se deve as enzimas
proteases e peptidases. As peptidases promovem a formacdo de
aminodcidos contribuindo para a nutrigdo das leveduras. As proteases
degradam as proteinas de alta massa molecular, em proteinas de média
massa molecular promovendo a turbidez e formacao de espuma. Nesta
faixa de temperatura promove também a clarificacdo da cerveja, pela
degradacgao de proteinas de alta massa molecular (KUNZE, 1999).

iv) Temperatura, 60-65 °C, as enzimas B-amilases sdo otimizadas
nessa faixa, produzindo maltose em maior proporcdo, resultando em
cervejas com mais extrato fermentavel, menos corpo (dextrinas) e maior
grau alcoolico. A P-amilase é uma exoenzima que ataca a molécula de
amido, a partir do final ndo-redutor, liberando unidades de maltose.
Outra enzima importante que abrange a faixa de 55-60 °C ¢ a dextrinase
ou dextrina limite, elas clivam ligagdes (a-1,6) glicosidicas da
amilopectina e sfo essenciais para a completa degradacdo do amido.
Devido a sua baixa atividade e temperatura de inativa¢do perto dos 65
°C, a contribui¢do para o mosto cervejeiro ¢ muito baixa em termos de
degradagdo do amido (ESSLINGER &NARZISS, 2005).

v) Temperatura, 70-75 °C, as enzimas a-amilases sdo otimizadas
nessa faixa, produzindo glicose e em sua maior parte a contribui¢do sera
em dextrinas, extrato ndo fermentavel que resultard em maior corpo a
cerveja, isto se deve ao fato deste agucar ndo ser fermentavel para as
espécies de leveduras S. cerevisiae e S.pastorianus. A o-amilase ¢ uma
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metaloenzima que age sobre a estrutura do amido desordenadamente,
hidrolisando liga¢des glicosidicas a-1,4 (BRIGGS, BOULTON ET 4L.,
2004). O final da mosturacao acontece na faixa de temperatura de 70-75
°C, sendo realizado o teste de iodo 0,2 N a fim de verificar a completa
sacarificacdo do malte (degradagdo da amilose). Apds a confirmagdo
pela auséncia da cor roxo-azulada, caracteristica do iodo com amido, a
solucdo € entdo aquecida entre 76-78 °C com objetivo de interromper a
acdo das enzimas, para obtencao de controle do “corpo” da cerveja e da
melhora na filtrabilidade (VENTURINI, 2010). A composi¢do de
acglicares no mosto cervejeiro € extremamente dependente da atividade
enzimatica obtida durante a etapa de mosturacdo. Uma vez que a
concentragdo de varios agucares e dextrinas no mosto irdo afetar o curso
da fermentacdo e qualidade da cerveja. Sendo que estes fatores devem
ser conhecidos pelo mestre cervejeiro.

2.4.2. Fermentagdo e Maturagao

Malteacdo e fermentagdo s@o as principais etapas dentro do
processo de produgdo de cerveja. E durante a fermentagio que ocorre a
transforma¢do do mosto em cerveja, sendo que nessa etapa ocorre a
formacao de gés carbonico (CO,) e etanol pela levedura em anaerobiose,
além de compostos de aroma e paladar (flavour da cerveja) (KUNZE,
1999).

O objetivo da fermentacdo ¢é conduzir as interacdes dos
parametros de processo para obter a cerveja com caracteristicas
sensoriais e fisico-quimicas desejadas. Todos os carboidratos
fermentaveis sdo metabolizados pelas leveduras. Numerosos
subprodutos se desenvolvem durante a fermentagdo, sendo que varios
produtos intermediarios permanecem no liquido e muitos sdo
assimilados posteriormente pela levedura. Todos os compostos
envolvidos com a assimilagdo, formagdo de produtos e subprodutos,
influenciam no aroma, no paladar e nas caracteristicas finais da cerveja
pronta. As leveduras produzem compostos de aromas e sabor na cerveja
como subprodutos de seu metabolismo, sendo que teores desses
compostos variam com padrdes de crescimento celular que sédo
influenciados pelas condi¢cdes de processo. Com isso, a influéncia das
condigdes de fermentagdo, tais como composi¢do e concentragdo, a
temperatura de fermentagdo, o nivel de oxigénio inicial, a concentragdo
e viabilidade celular, produgdo de etanol e duracdo do processo
fermentativo tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores
(VENTURINI, 2010).
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Assim como na fermentacdo, a maturacdo € necessaria e
importante. No processo de maturagio, devem-se levar em consideragdo
3 fatores. O grau de fermentagdo (atenuacdo pelas leveduras) ou extrato
aparente (medida do extrato levando em conta a presenga de alcool) , a
temperatura e principalmente o diacetil. O diacetil ¢ um subproduto
formado durante o processo de fermentagdo. A Figura 22, representa o
metabolismo de carboidrato, sendo o diacetil o subproduto mais
conhecido na indistria cervejeira (SENAI, 2004). Diacetil (2,3
butanodiona) e 2,3 pentanodiona s3o produzidos em todas as
fermentacdes de cervejas, o diacetil em particular possui um intenso
dulcor e aroma de manteiga. Porém este atributo ndo pode ser tolerado
em cervejas do tipo lager, e sua concentragdo final deverd ficar < 0,1
mg/L (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004). As dicetonas vicinais sdo 0s
dois principais produtos pesquisados no processo fermentativo na
producao de cerveja (VENTURINI, 2010).

OH

CH,
HE “\/ 3

2 fe]
2,3-butanodiol |
H,C™

acetoina
OH

Carboidrato

o-acetolactato diaceril
CO:

Figura 22. Metabolismo de carboidratos com subprodutos intermedidrios (o-
acetolactato e diacetil) e produtos finais de fermentagdo (2,3 butanodiol e
acetoina) (CARVALHO, 2009).

O precursor do diacetil, o a-acetolactato, é produzido pela
levedura quando da sintese de aminoacidos valina e leucina, necessarios
para a sintese proteica. Uma série de reagdes similares ocorre para a
formagdo de 2,3 pentanodiona, cujo precursor € O O-
acetohidroxibutirato, produzido pela levedura quando da sintese do
aminodacido isoleucina (PRIEST &STEWART, 2006). Os precursores o-
acetolactato e o-acetohidroxibutirato que deixam a célula durante a
fermentacdo sofrem uma descarboxilagdo oxidativa formando as
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respectivas dicetonas. As dicetonas sdo produzidas e depois reduzidas
pela levedura, apds o consumo dos agticares fermentaveis no final da
fermentacdo e inicio da maturagdo (VENTURINI, 2010). Os seguintes
fatores podem influenciar no teor final de diacetil (KUNZE, 1999;
SENAL 2004):

e Insuficiéncia do aminoacido valina no mosto. Quanto menor a
presenca de valina, maior ¢ a producdo do precursor do diacetil
(a-acetolactato) e, consequentemente, do teor final em diacetil;

e Incorporagdo de oxigénio em presenga da levedura, apds a
primeira fase da fermentacdo principal, como, por exemplo, na
trasfega da cerveja para maturacao;

e Levedura em estado fisiologico deficiente. Leveduras com boa
vitalidade e viabilidade sdo fatores essenciais para uma baixa
producao e alta assimilacdo de dicetonas.

A concentracdo dessas dicetonas ao final da fermentagdo ¢
determinada pelo balango entre a sintese e secrecdo de a-acetohidroxi-
acidos formado a partir do 4acido piravico e suas subsequentes
conversdes (KUNZE, 1999). A formacdo dessas vicinais dicetonas ¢
influenciada por varios fatores, mas a concentragdo final ¢é
predominantemente dependente da atividade da levedura ao final da
fermentacdo principal. O aumento na velocidade de crescimento da
levedura é acompanhado por uma diminui¢do da concentracdo de
precursores da dicetonas vicinais (acetolactato e acetohidroxibutirato).
Essa concentragdo dos precursores pode ser controlada se a velocidade
de crescimento da levedura durante a fermentagdo também for
controlada. O crescimento da levedura ¢ acelerado por um aumento na
aeragdo, agitacdo, elevagdo da temperatura e pela reducdo de pressdo. O
crescimento € retardado pela reducdo da aeragdo e agitagdo, diminui¢ao
da temperatura e ocorréncia de pressurizagdo. Durante o curso da
fermentacdo do mosto, a formagdo de compostos que influenciam o
sabor da cerveja apresenta uma boa correlagdo com o crescimento da
levedura. O crescimento da levedura por sua vez, apresenta uma boa
correlagdo com o pH e consumo de aminoacidos (VENTURINI, 2010).

Um periodo de refrigeragdo em temperaturas maiores,
aproximadamente (2-3 dias em temperatura de 14-16 °C) possibilita que
a levedura reduza o diacetil contido na cerveja (BRIGGS, BOULTON
ET AL., 2004). Apos terminado esta pequena etapa, inicia-se de fato o
processo de maturagdo, no qual a cerveja é armazenada em baixas
temperaturas, possibilitando o desenvolvimento de reagdes
proporcionando as caracteristicas organolépticas finais de produto.
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Durante o periodo de maturacdo s@o formados ésteres responsaveis pelo
aroma e sabor que caracterizam a cerveja; entre os ésteres predominam
o acetato de etila (21,4 mg/L) e o acetato de amila (2,6 mg/L)
(VENTURINI, 2010).

2.4.3. Potenciais eletroquimicos (redox) e aromas

Muitas reagdes de importdncia na natureza envolvem tanto
elétrons como protons, o que faz com que sejam governadas tanto pelo
pH como pelo potencial de oxidacdo-reducao (Eh). Medidas
eletroquimicas de potencial redox sdo feitas de modo similar as medidas
de pH, utilizando um voltimetro de alta impedancia (pHmetro
comercial), um eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (ou um
eletrodo combinado) (JARDIM, 2014).

Para interpretar adequadamente os valores de potencial redox
obtidos para uma determinada amostra, deve-se considerar
primeiramente as condi¢des de contorno impostas pela termodindmica.
Os diagramas pH x Eh sdo construidos tendo como limite superior a
oxidagdo da agua ( Eh, = 1,229 — 0,0592 pH), enquanto que o limite
inferior trata da redu¢do da agua (equacdo Eh, = 0 — 0,0592 pH).
Usando a faixa de pH que se estende de 0 até 14, o diagrama, a 25 °C,
toma a forma demonstrada na Figura 23. Valores positivos de Eh
indicam condigdes oxidantes, enquanto que valores negativos indicam
disponibilidade de elétrons, ou condi¢des redutoras (JARDIM, 2014).
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Figura 23. i) Diagrama de Pourbaix da agua a 25 °C (ii) e esquema genérico de
um diagrama de Pourbaix adaptado por (O’KEEKE, 2001).
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O Diagrama de Pourbaix (i da Figura 23) a ser estudado esta
compreendido entre as linhas pontilhadas ‘a’ e ‘b’. Essas linhas
obedecem as equagdes de primeiro grau relativos a oxidacdo e reducdo
da agua, como ja mencionados. As linhas de base qualitativa do
diagrama de Pourbaix sdo usadas para expressar linhas de equilibrios,
que irdo definir os campos potenciais de maior estabilidade
(eletroquimica e termodindmica). Com base no diagrama de Pourbaix e
suas respectivas equagdes, teremos informagdes para constru¢do do
diagrama de pH e Eh (ii da Figura 23), sendo que as linhas horizontais
nos informardo reagdes eletroquimicas que envolvem reagdes
eletronicas (e), porém nio envolvem protons (HY). Ja as linhas verticais
dependentes do pH, envolvem reagdes com (H"), porém sem reagdes de
(€). As linhas obliquas, envolvem tanto reagdes de (H") quanto (e)
(O’KEEKE, 2001).

Os valores de potencial redox medidos em sistemas naturais
deverdo se situar dentro dos limites mostrados no diagrama, o que
possibilita apontar as espécies predominantes que devem ser
encontradas nas amostras investigadas (JARDIM, 2014).

O pH e o oxigénio sdo considerados como os principais fatores
que influenciam a estabilidade organoléptica da cerveja (FRANCOIS,
GUYOT-DECLERCK ET 4L., 2006). Assim, nesse contexto, esta
proposta de investigagdo baseou-se no estudo simultaneo das
estabilidades termodinamica (pH) e eletroquimica (Eh) do meio reativo.
Especificamente foi adotado o uso de diagramas do Pourbaix,
exemplificado na Figura 23 (O’KEEKE, 2001).

3. OBJETIVO GERAL

e Desenvolver uma cerveja utilizando a farinha de pinhao
(Araucaria angustifolia) como adjunto na producao de cerveja.

3.1. Objetivos Especificos

e (Caracterizar a composi¢ao centesimal da farinha de pinhéo;

e Determinar as umidades das farinhas de pinhdo elaboradas
neste trabalho.

e Determinar o perfil viscoamilografico das farinhas de pinhdo, in
natura crua e congelada e a farinha pre-gelatinizada;
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e Verificar e comparar as temperaturas de gelatinizagdo das
farinhas de pinhdo, in natura crua, in natura congelada e a pre-
gelatinizada;

e Verificar através de microscopia eletronica de varredura as
formas dos granulos das farinhas de pinhdo, in natura crua, in
natura congelada e a pre-gelatinizada;

e A partir do menor ponto de gelatinizagdo dos 3 tipos de farinha
supracitadas, confeccionar trés tipos de cervejas do tipo Ale
com: 0, 20 e 50 g/100g da farinha de pinhdo em massa;

e Acompanhar o processo fermentativo da levedura American
Ale, Saccharomyces cerevisiae para as trés cervejas,
compreendendo os seguintes pardmetros: crescimento celular
(densidade oOptica e contagem celular), densidade especifica
inicial e final, teor alcodlico tedrico, extrato aparente, extrato
real, extrato primitivo e desempenho da levedura (atenuagdo
aparente %);

e Analisar o perfil dos potenciais fisico-quimicos como o pH ¢ o
potencial redox (eh/mV) durante o processo fermentativo
correlacionando-os com o crescimento celular;

e Verificar o perfil cromatografico de compostos volateis das
cervejas produzidas com 0, 20 e 50 g/100g de farinha de pinhao
utilizando a técnica de cromatografia a gas com detector de
massas (CG-MS);

e Verificar o perfil cromatografico de compostos volateis da agua
do cozimento do pinhdo e comparar com o perfil das cervejas
produzidas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Extrac8o e andlises da farinha de pinhdo

4.1.1. Local de execugdo

Os experimentos com a farinha de pinhdo foram divididos em
duas classes: 1) Farinhas de pinhdo in natura crua (CRU) e farinha de
pinhdo in natura congelada (CONG) e ii) farinha de pinhdo pre-
gelatinizada (GEL), previamente autoclavada a 1,5 atm por 20 minutos.
Estes experimentos foram realizados nos laboratorios do Departamento
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de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina na cidade de Floriandpolis (SC).

4.1.2. Matérias primas

Para realizar este trabalho, foram adquiridos pinhdes da safra de
2014, em mercado local de Floriandpolis (SC). Os pinhdes adquiridos
foram divididos em lotes, no total de 20 Kg, sendo que o primeiro lote
denominado pinhdo fresco cru in natura, foi primeiramente lavado com
agua corrente, seco a temperatura de 25°C e refrigerado em temperatura
de 6°C por 24 h, até seu uso. O segundo e o terceiro lotes, foram
armazenados e acondicionados em embalagens de polietileno,
identificado e mantido sob congelamento a -20 °C, até seu uso. A
escolha do tempo e a temperatura de secagem foram baseadas nas
utilizadas em graos de trigo e cevada, com 4 h a 65 °C, de acordo com
(CAPELLA, 2008).

4.1.3. Obtengdo da farinha crua de pinhdo in natura (CRU)

A) Farinha de pinhdo crua in natura sem casca interna

Para a secagem, os pinhdes foram abertos com o auxilio de um
dispositivo tipo guilhotina para separa¢dao do epicarpo (casca externa),
apos retirou-se uma segunda e fina pelicula aderida a semente, que
chamaremos de casca interna. Apos esses procedimentos as sementes
foram trituradas em um multiprocessador doméstico (marca Walita e
potencia de 500 watts). Os fragmentos foram distribuidos em bandejas
com tela de nylon e foram submetidos a secagem em estufa a 65 °C com
circulacdo forcada de ar, por 4 h. O material desidratado foi novamente
triturado e apds, peneirado com granulometria da farinha em 250 pm
(60 mesh).

B) Farinha de pinhdo crua in natura com casca interna

Para a secagem, os pinhdes foram abertos com o auxilio de um
dispositivo tipo guilhotina para separacdo do epicarpo (casca externa), a
segunda ¢ fina pelicula aderida a semente foi mantida. Os demais
procedimentos foram os mesmo para obtengdo da farinha de pinhdo crua
in natura sem casca interna.
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C) Farinha de pinhdo crua in natura germinado

Para a secagem, os pinhdes germinados foram abertos com o
auxilio de um dispositivo tipo guilhotina para separagcdo do epicarpo
(casca externa). Os demais procedimentos foram os mesmo para
obtencdo da farinha de pinhdo crua in natura sem casca interna.

4.1.4. Obtengdo da farinha de pinhdo cru e congelado (CONG)

D) Farinha de pinhdo cru e congelado sem casca interna

Para a secagem, os pinhdes apds descongelados, foram abertos
com o auxilio de um dispositivo tipo guilhotina para separacdo do
epicarpo (casca externa), apds foi retirado a segunda e fina pelicula
aderida a semente. Os demais procedimentos foram os mesmo para
obtencdo da farinha de pinhdo crua in natura sem casca interna.

E) Farinha de pinhdo cru e congelado com casca interna

Para a secagem, os pinhdes congelados, foram abertos com o
auxilio de um dispositivo tipo guilhotina para separagdo do epicarpo
(casca externa), a segunda e fina pelicula aderida a semente foi mantida.
Os demais procedimentos foram os mesmo para obtengdo da farinha de
pinhdo crua in natura sem casca interna.

4.1.5. Obtengdo da farinha de pinhdo pré-gelatinizado (GEL)
F) Farinha de pinhao pré-gelatinizado

Para a pré-gelatinizagdo, os pinhdes congelados, foram inseridos
em autoclave com 1,5 atm de pressdo, temperatura de 120 °C por um
periodo de 20 minutos. Apds este procedimento levou-se a secagem.
Antes da secagem, os pinhdes foram abertos com o auxilio de um
dispositivo tipo guilhotina para separacdo do epicarpo (casca externa).
Os demais procedimentos foram os mesmo para obtengdo da farinha de
pinhdo crua in natura sem casca interna.

4.1.6. Analise centesimal das farinhas de pinhdo

A analise centesimal foi determinada para as farinhas de pinhdo
elaboradas. Os teores de umidade em base seca, cinzas, proteinas,
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lipidios, fibra alimentar total e amido total foram analisados conforme
metodologia:

Umidade: Realizada em estufa com temperatura de 105 °C até
peso constante, conforme metodologia do Instituto Adolf Lutz (IAL,
1985d).

Cinzas: Residuo por incineracdo ou cinzas, em mufla em
temperatura de 550 °C até peso constante, com destrui¢do da matéria
organica até obtencdo de cinzas claras conforme metodologia do
Instituto Adolf Lutz (IAL, 1985a).

Proteinas: Determinado por método de Kjeldahl, com uso de fator
de 6,25 para conversdo, conforme metodologia do Instituto Adolf Lutz
(IAL, 1985c).

Lipidios: Determinado por extragdo com solvente organico (éter
etilico), em extrator Soxhlet e, apos a eliminacdo do solvente,
quantificados através da pesagem do residuo, conforme metodologia do
Instituto Adolf Lutz (IAL, 1985b).

Fibra Alimentar Total: Determinado por combinagdo de métodos
enzimaticos e gravimétricos estabelecido pelo método da Association of
Offical Analytical Chemists (A.O.A.C, 2000a).

Amido Total: Determinado por métodos enzimaticos
(amiloglicosidase) e oxida¢do com perdxido de hidrogénio estabelecido
pelo método da Association of Offical Analytical Chemists (A.O.A.C,
2000b).

4.1.7. Analise de viscosidade das farinhas de pinhdo

Para a determinagdo da viscosidade de pasta utilizou-se a
metodologia de (STAHL, LOBATO ET 4L., 2007). Foi utilizado o
Analisador Rapido de Viscosidade (Rapid Visco™ Analyser 4500, RVA
(4500)).

As amostras das trés farinhas de pinhdo (CRU) (A, B e C) foram
analisadas no RVA. Para 3 g de cada amostra (umidade ajustada para 14
% em base umida), foram adicionados 28 g de 4gua destilada. As
suspensdes preparadas foram colocadas em recipientes de aluminio do
equipamento, ¢ analisadas. Agitou-se a solu¢do durante um minuto
manualmente, para certa homogeneizagdo e a remog¢ao de grumos e ar.
O método padrdo se processa durante 20-23 minutos de corrida. O
equipamento inicia a analise equilibrando a temperatura até 50 °C por 1
minuto; ap6s a amostra ¢ aquecida até temperatura de 95 °C por 7,5
minutos, essa temperatura ¢ mantida por 5 minutos. Apds a amostra ¢é
resfriada até temperatura de 50 °C por 7,5 minutos, ¢ mantida a 50 °C
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por 2 minutos. Durante os 10 s iniciais a velocidade de rotagdo
empregada foi de 960 rpm, apos este tempo a velocidade de rotagdo
permaneceu em 160 rpm. Foi utilizado o programa Thermocline for
Windows v3 (TCW3), para coleta dos dados e analises dos resultados.
As andlises de RVA foram conduzidas em triplicatas.

4.1.8. Metodologia utilizada para determinacdo do extrato soluvel
(mosto congresso)

Este procedimento determina o potencial do malte para a
producdo de extrato soltivel (mosto) expresso pela gravidade especifica
e os parametros: teste de iodo, tempo de filtracdo do mosto, aroma,
rendimento de extrato da amostra aquosa e rendimento do malte em base
seca ¢ cor, de acordo com o método EBC (European Brewery
Convention) (E.B.C, 2004a) (Esquema 2).

Agua 45°C Malte moido

200 mL s0. 45°C
/ (0g) 30minutos
Agitacio Agitacio
45-70°C
i ST (1°C/min)
70°C (60min) Filtro a vacuo
100mL Resfriado a 20°C
Transferido Passado por
f Determinacio da
T - gravidade
A:ust’e para 430g e especifica (20°)
com agua -

Extato
Esquema 2. Determinag@o do extrato solivel (também conhecido como mosto

congresso), utilizado neste trabalho, conforme metodologia (E.B.C, 2004a),
adaptado pelo autor.

Neste trabalho, utilizou-se o mosto congresso para calcular o
extrato soliivel do adjunto (farinha de pinhdo pré-gelatinizado, GEL) e a
cevada maltada (CM) em diferentes porcentagens: As porcentagens
utilizadas para cada mosto congresso, foram: 100 g/100g CM, (90-10
g/100g), (80-20 g/100g), (70-30 g/100g), (60-40 g/100g), (55-45
g/100g), (50-50 g/100g), (40-60 g/100g), (30-70 g/100g), (80-20
g/100g), (10-90 g/100g) e 100 g/100g GEL. A determinagdo do extrato
soluvel de 100 g/100g de farinha de pinhao pre-gel (GEL) foi executada
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utilizando a metodologia da ASBC (American Society of Brewing
Chemists) (A.S.B.C, 1992) com algumas adaptacdes, sendo similar a
metodologia da EBC (European Brewery convention) (E.B.C, 2004a).
Para a determinag¢do do mosto congresso da farinha 100 g/100g GEL,
procedeu-se de forma semelhante ao Esquema 2, sendo inseridas as
enzimas no inicio do processo. As enzimas utilizadas para hidrélise
foram a malte diastase (o-amilase obtido Aspergillus oryzae, 28,75
U/mg, EC 3.2.1.1) empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e a a-
amylase termoestavel (3.000 U/mL, EC 3.2.1.1) empresa Magazyme
(Wicklow, Irlanda).

4.1.9. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras secas das farinhas de pinhdo, CRU, CONG e GEL,
foram fixadas em fita de carbono tendo como base, stubs de metal. Apds
isso, as amostras foram recobertas por uma camada fina de ouro de 350
A de espessura. Estas foram visualizadas por microscopia eletronica de
varredura (SEM), usando um microscopio da marca JEOL JSM-6390LV
(Toquio, Japao), do laboratorio na Central de Microscopia Eletronica da
UFSC, sendo operado nas potencias de 5 e 7kV. As fotomicrografias
foram obtidas sob ampliacdo de 750 x e 1000 x.

4.1.10. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo software STATISTICA
7.0%. Os testes foram realizados em triplicata, sendo aplicada a analise
estatistica descritiva, Teste Tukey, analise de correlagdo e analise de
variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de probabilidade para comparacdo
de médias.

4.2. Metodologia de confec¢do do mosto e fermentacao alcodlica

4.2.1. Local e equipamentos

O mosto cervejeiro foi confeccionado na Usina do departamento
de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da UFSC. As cervejas foram
formuladas utilizando o programa cervejeiro Beersmith® 2.0 para
padronizagdo correta dos seguintes parametros (OG, gravidade original,
IBU, unidades de amargor, EBC, cor e % ABYV, porcentagem alcodlica
aparente). A producdo piloto compreende a parte quente e fria do
processo e engarrafamento.
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Utilizou-se 02 caldeirdes de 35 L de capacidade para a
fabricagdo. O processo utilizou chama como fonte de aquecimento,
sendo 1) um caldeirdo para o processo de brassagem e filtracdo do
bagaco, contendo sistema de filtracdo interno (bazooka) e torneira
adaptada no fundo do caldeirdo e ii) o segundo caldeirdo, também com
dispositivo de torneira no fundo do caldeirdo, foi utilizado para o
processo de fervura, lupulacdo, whirpool e resfriamento do mosto. O
acompanhamento da temperatura no caldeirdo de brassagem foi por
termOometro, sendo constantemente revolvido. A fermentagdo foi
conduzida em fermentadores conicos de polipropileno de 25 litros e uso
de refrigerador com controle da temperatura.

4.2.2. Preparo do mosto cervejeiro
Mosto 100 g/100g cevada maltada

O processo de brassagem para obtencdo do meio de cultura
utilizado (hidrolisado de malte) foi desenvolvido de acordo com a
metodologia descrita por (STEWART, 2013), com adequagdes.

Para este estudo foi utilizado 100 g/100g malte base (cevada
maltada) para a confeccdo do mosto hidrolisado ¢ o malte seco tipo
Pilsen fornecido pela empresa Brewtime®, sendo verificado a
porcentagem de agua através do laudo do malte. A mistura total de
malte e agua foi na proporg¢do malte/agua 1:4. Porém inicialmente para
uma melhor condugdo do processo enzimatico, essa propor¢do foi de
malte/agua 1:2,5. O malte foi moido em moinho adequado para expor o
amido, para uma boa conversdo amido/agucares fermentdveis. Essa
massa de malte aquosa foi conduzida a temperatura de 50 °C, sob
controle de temperatura, com a propor¢do de agua prevista. A mistura
foi homogeneizada durante todo o processo com uma colher cervejeira
previamente limpa. Essa temperatura foi mantida durante 30 minutos.
Apos esse periodo, com incrementos de 1 °C/minuto, elevou-se a
temperatura através de rampas de temperatura, para 69 °C durante 30
minutos, sendo acompanhado pelo teste de iodo (Figura 24).
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Figura 24. Programagdo de rampas de temperaturas, com infusdo de malte de
cevada, adaptado pelo autor (STEWART, 2013).

A temperatura e pH (5,2-5,6) foram rigorosamente controladas
durante a brassagem. Apds esse processo, desativou-se as enzimas em
temperatura de 76 °C, por 10 minutos. Apos a inativacdo enzimatica, o
mosto foi levado a fervura por 60 minutos. A fervura foi necessaria para
isomerizar os alfa 4cidos do ltipulo em iso-alfa acidos (sendo adotado 20
IBUS de dosagem), esterilizar o mosto, desnaturar, coagular as
proteinas/polifenois, em trub quente. Apds o tempo de fervura, iniciou-
se o whirpool, um processo fisico na qual a parte solida (#rub ou
material mucilaginoso) ¢ separado da fase liquida utilizando um vortex
com posterior tempo de decantacdo. O préximo passo foi o resfriamento
do mosto, sendo anotado a densidade relativa (g/em’), através de
densimetro de gravidade especifica. A Tabela 11 demonstra as
temperaturas 6timas e suas respectivas enzimas (VENTURINI, 2010).

Tabela 11. Atividade enzimatica que ocorre durante a brassagem,
temperaturas ¢ pH otimos para a ativagdo de enzimas responsaveis pela
hidrélise dos carboidratos presentes no malte.
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ENZIMAS TEMPERATURA pH OTIMO
OTIMA (°C)

Hemicelulases 40-45 4,5-47
Exopeptidadases 40-50 5,2-8,2
Endopeptidases 50-60 5,0

Dextrina 55-60 5,1
Beta-amilase 60-65 5,4-5,5
Afa-amilase 70-75 5,6-5,8

Fonte: (VENTURINI, 2010)

Mosto com 20 g/100g farinha de pinhdo

Para esta formulagdo de mosto, foi utilizado 80 g/100g de malte
base (cevada maltada) e 20 g/100g de farinha de pinhdo pre-
gelatinizado, para a confeccdo do mosto hidrolisado. Os demais
controles de operagdo foram conforme item 4.2.2.

Mosto com 50 g/100g farinha de pinhdo

Para esta formulagdo de mosto, foi utilizado 50 g/100g de malte
base (cevada maltada) e 50 g/100g de farinha de pinhdo pre-
gelatinizado, para a confeccdo do mosto hidrolisado. Os demais
controles de operagdo foram conforme item 4.2.2.

4.2.3. Composigdo tipica de um mosto cervejeiro

O mosto configurado no item 4.2.2 contera basicamente em sua
composi¢do, aglcares como sacarose, glicose, frutose, maltose e
maltotriose, além de dextrinas. Esta composi¢do pode variar
sensivelmente conforme as rampas de temperaturas escolhidas. A
porcentagem tipica do espectro destes agucares (Tabela 12),
demonstrado por (STEWART, 2013).
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Tabela 12. Concentragdo tipica dos aglicares no processo de
mostura (obtengao do mosto).

/ Tipica concentracdo de aglicares no mosto \
Acucares Composigédo (%)
Glicose 10-15
Frutose 1-2
Sacarose 1=2
Maltose 50—60
Maltoriose 15-20
Dextrinas 20-30

N /

Fonte: (STEWART, 2013)

4.2.4. Fermentacdo alcodlica

As fermentagdes foram elaboradas a partir do hidrolisado de
malte produzido segundo metodologia descrita no item 4.2.2. Para cada
formulagdo de cerveja foram utilizados fermentadores de capacidade de
25 litros de fundo conico. Apds o processo de esterilizagdo e
resfriamento, o mosto foi oxigenado e inoculou-se as leveduras
cervejeiras do tipo Saccharomyces cerevisiae da empresa Bio4®
(American Ale — SY025) com a concentragdo celular recomendada pelo
fabricante, ficando em torno de O,75-1x106 UFC/ml/°P. As fermentagdes
foram mantidas em temperatura de 18 °C, sob sistema anaerobico.

4.2.5. Determinagdes Fisico-quimicas da fase fermentativa

As amostras foram coletadas para analise diariamente, durante os
sete primeiros dias de fermentacdo, com acompanhamento densidade
especifica, pH, Eh, concentragdo celular (optica e contagem celular) e
alcool tedrico. Apds este periodo, deixou-se a cerveja em fase de
maturacdo (1 °C) por 21 dias e iniciou-se as analises do extrato aparente,
extrato real, extrato primitivo e desempenho da levedura
(fermentabilidade) ou atenuag@o aparente (AA %) para cada formulagdo.
Todas as amostras foram coletadas assepticamente, sendo efetuadas em
triplicata.
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4.2.6. Procedimento das leituras

As amostras de cerveja foram descarbonatadas para remog¢do do
CO,. A amostra entdo recolhida, foi transferida para um béquer e
agitada com bastdo de vidro (E.B.C, 2007). A determinacdo e
acompanhamento do teor de sélidos soluveis foi feita através da andlise
de densidade especifica aparente, através da analise direta pelo
densimetro de gravidade especifica (g/cm3) (E.B.C, 2004d). O
acompanhamento das leituras de pH (E.B.C, 1999) & (E.B.C, 2004c) e o
acompanhamento de eh (mV) foram de acordo com (LIU, LUI ET 4L.,
2015), através do potencidometro (pH metro digital, DLA-pH: DEL
LAB), com os eletrodos: combinado (pH) e eletrodo de platina (eh). O
acompanhamento do crescimento celular foi através da densidade otica
(DO10oonm, com espectrofotdmetro pelo método Turbidimétrico), com
comprimento de onda em A=1000 nm, conforme European Brewery
Convention (E.B.C, 2011c). Para a determinagdo da contagem do
namero total de leveduras utilizou-se a cdmara de Neubauer (E.B.C,
2011a) e o reagente utilizado para diferenciar células vidveis de ndo-
viaveis, estimando assim a porcentagem de viabilidade celular foi o
cristal violeta (E.B.C, 2011b). A avaliacdo do teor de alcool em volume
nas amostras de cerveja foram obtidas teoricamente. Apds a fase de
maturagdo, foram determinadas: o extrato aparente, real e primitivo e a
fermentabilidade (%, Atenuacdo Aparente) conforme (EBC, 1997,
E.B.C, 2004b).

Apos o engarrafamento (utilizacdo do método champenoise para
recarbonatagdo, 5,5 g/l de actcar) as garrafas foram conduzidas ao
departamento de Quimica da UFSC, para determinagdo do perfil
aromatico por cromatografia a gas com deteccdo por espectrometria de
massas, CG-MS, das cervejas produzidas com 0, 20 e 50 g/100g de
farinha de pinhdo pre-gelatinizado. Preparou-se também, uma por¢do de
sementes de pinhdo que foram previamente autoclavadas em panela de
pressdo, por 20 minutos, pressdo de 1,5 atm e temperatura de 120 °C.
Engarrafou-se a parte aquosa para analise cromatografica.

Para as analises de compostos volateis utilizou-se a técnica de
microextragdo em fase solida (SPME) com fibra de polidimetilsiloxano
(PDMS) de 100 um de espessura de recobrimento. A metodologia de
utilizag¢do foi de acordo com (VALENTE &AUGUSTO, 2000), quando
a fibra foi esposta no headspace de 5 mL de amostra a 35 °C, com
tempo de extragdo de 30 minutos e tempo de dessor¢do no equipamento
de 15 minutos. Os experimentos foram realizados no Departamento de
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Quimica da UFSC, no laboratério de Cromatografia e Espectrometria
Atomica.

O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo equipado com
detector de massas CG-MS QP 2010 Plus (Shimadzu, Japao), com
coluna capilar Zebron ZB-5MS de dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25
um. As condi¢gdes cromatograficas do experimento foram: rampa de
aquecimento: 40 °C durante 4 minutos, apds novo aquecimento até
atingir 240 °C, em uma taxa de 5 °C/min, com tempo total de corrida de
44 minutos. Utilizou-se gas Hélio como gas de arraste, com vazdo de 1
mL/min. As andlises foram feitas em duplicata e os resultados foram
analisados com o software (CG-MS Real Time Analysis).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Composicao centesimal das farinhas de pinhdo

O pinhdo da A. angustifolia ¢ uma semente recalcitrante, apenas a
secagem nao seria o suficiente para armazend-la de forma a ndo
comprometer sua viabilidade e degradacdo, por isso a opgdo de
transforma-la em farinha é uma alternativa para sua conservacao, além
do aumento da superficie de contato para confec¢do de cerveja
(facilitando a hidrélise). O teor de umidade para as sementes de pinhdes
¢ um fator importante, visto que aproximadamente a metade de sua
massa ¢ constituida de agua. Resultados obtidos neste trabalho (sem
tratamento prévio) variaram entre 43,45 a 48,09 g/100g para os trés
diferentes tipos de farinhas (CRU, CONG e GEL). Foi constatado que
houve diferenga estatistica significativa para o teor de umidade dos trés
tipos de farinhas, conforme ilustrado na Tabela 13.

O uso de técnicas de secagem e extragdo do amido sdo de
fundamental importdncia para sua posterior utilizacdo, (BELLO-
PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006; STAHL, LOBATO ET 4L.,
2007; CONFORTI &LUPANO, 2008; CAPELLA, PENTEADO ET 4L.,
2009; COSTA, LEIVAS ET 4L., 2013). A baixa concentragdo de agua
nas farinhas de pinhdo (CRU, CONG e GEL) promove grande
estabilidade microbioldgica e fisico-quimica, facilitando o transporte e
armazenamento.

A metodologia de secagem para as farinhas da semente de pinhdo
desenvolvida neste trabalho ficaram em sua média com teores de
umidade de 6 a 9 g/100g em base seca. Estes valores estdo proximos aos
encontrados por (COSTA, LEIVAS ET 4L., 2013), com faixas de 6 a 7,4
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g/100g. Para o procedimento de secagem, descrito no item 4.1.3, o teor
de umidade de todas as farinhas ficaram dentro das exigéncias da
legislagao de farinhas do Brasil, cuja umidade ndo deve exceder a 15
g/100g (BRASIL, 2005).

Os resultados obtidos na analise centesimal (Umidade, umidade
em base seca, cinzas, proteinas, lipidios, fibra alimentar e amido total)
para as farinhas de pinhdo estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13. Analise centesimal das farinhas de pinhdo.

Composicao Cru sem casca Cru com Germinado Congelado Congelado  Pregelatinizado
centesimal interna casca interna sem casca com casca
(g/100g) interna interna
Umidade 47.30x1.22° 45.62+£0.77¢ Nd 46.73+0.520 48.09+0.262 43 45=0.74
Base seca 6.93£0.05* 7.09+0.01* 9.35+0.112 8.95+0.03>*  9.06+0.05b*  6.38+0.05 d*
Cinzas 2.51=0.18%* 2.55=0.213* 3.4520.20° - - -
Proteina 6.36+0.19%* 5.13£0.15%* 10,32+0.11° - - -
Lipidios 0.97+0.01%* 1.17+0.08%* 1,06+0.06 * - - -
Fibras totais 5.2+£0.28%* 5.05=0.35%% 6.7320.23° - - -
Amido 63.75+1.63%0* 59+2.970* 57,8+0.57° - - 68.30=1.13*

*Resultados expressados em base seca. A média + desvio padrao seguido de
mesma letra ndo possui diferenga significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).

Sobre a composi¢do centesimal do pinhdo é possivel observar a
baixa concentragdo de cinzas, fibras totais e proteinas. Foi constatado
que houve diferenca significativa entre as analises, porém o fator mais
preocupante foi a proteina com 10,32 g/100g para a farinha germinada.
Caso for a op¢do do cervejeiro, deve-se utilizar em proporgdes
moderadas, mesmo tendo a oferta de enzimas promovida pela
germinacdo. O excesso de proteinas, por exemplo: >10 g/100g e
temperaturas baixas, tenderd a precipitagdo promovendo uma turvagao
coloidal a frio (ligagcdes de polipeptidios e polifenodis), chamado de
“chill-haze”, prejudicando o processo de clarificacdo (PRIEST
&STEWART, 2006). Os beneficios de uma baixa concentragdo (entre 5-
6 g/100g das farinhas in natura) de proteinas para a confec¢do de
cervejas sdo: favorecimento e rapidez no processo de maturacdo da
cerveja (LEIPER &MIEDL, 2009), alguns dos principais fatores
atribuidos a ma formag¢do de espumas em cervejas, sdo os lipidios
(BAMFORTH, C. W., 2003). Neste contexto, a baixa concentragdo de
lipidios para as farinhas de pinhao (0,97, 1,17 e 1,06 g/100g) contribuem
positivamente para a estabilidade fisico-quimica da cerveja. Outros
cereais, como a cevada, o milho e o trigo, possuem valores mais
elevados em compara¢do ao pinhdo, compreendendo a faixa de (2,9



108
g/100g), (4,3 g/100g) ¢ (2 g/100g), respectivamente (Tabela 14), ainda
assim, sdo muito utilizados pelas industrias cervejeiras.

Tabela 14. Propriedades Fisico-quimica de alguns adjuntos em base
seca.

Adjuntos Cervejeiros

Composicio Quimica

(2/100 Milho (Zea Arroz  (Oryza Cevada Trigo (Triticum
g/100g) . .
mays) sativa) (Hordeum aestivum)
vulgare)

Umidade 11-13 12,9 12-14,0 13,0
Cinzas 1,4 0,5 2,9 1,5
Proteinas 9,5 6,8 11,1 12,0
Lipidios 43 0,62 2,9 2,0
Fibra totais 9,5 1,4 5,9 2,0
Amido 71,7 77,8 63,2 60,0

Fonte: (ANNEMULLER &MANGER, 2013)

Valores de fibras totais para a semente de pinhdo em comparagao
a cevada sdo bem proximos, (5,05, 5,2 ¢ 6,7 g/100g) e (5,9 g/100g),
respectivamente. Neste caso, além de ndo possuir cascas, uma alta
quantidade de farinha de pinhdo poderia dificultar o escoamento do
mosto, devido ao seu aspecto gelatinoso, no processo de lavagem dos
graos lauter tun, causando diminui¢do na eficiéncia.

Os valores de carboidratos totais (amido total) encontrados neste
trabalho para a farinha da semente de pinhdo variaram de 57,8 a 68,3
g¢/100g, ficando proxima da média dos encontrados em literatura.
Alguns valores superiores encontrados por (COSTA, LEIVAS ET 4L.,
2013) em torno de 88 g/100g e inferiores encontrados por (BELLO-
PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006) com 34 g/100g, todavia
ficando relativamente préximos aos valores de (DAUDT, KULKAMP-
GUERREIRO ET 4L., 2014) que foi de 72 g/100g, em base seca.

Essas variagdes encontradas nas propor¢des de amido e suas
possiveis explica¢des estdo em condigdes imposta pelo meio ambiente,
condi¢des edafoclimaticos, assim como diferentes metodologias de
extragdo. Uma das caracteristicas desejaveis aos adjuntos cervejeiros,
quando estes de fontes amilaceas, ¢ a substituicdo por parte do malte,
quer seja pelo valor, quer seja para atribuir caracteristicas proprias
peculiares ao produto final. As concentragdes de amido da semente de
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farinha de pinhdo encontradas neste trabalho foram em média
(aproximadamente de 62 g/100g), sendo bem préoximas em comparagio
a cevada (63,2 g/100g), trigo (60 g/100g), milho (71,7 g/100g) e arroz
(77,8 g/100g) (ANNEMULLER &MANGER, 2013).

5.2 Viscoamilogramas das farinhas de pinhao

Segundo (YAO, WHITE ET 4L., 2011) o amido e outros
carboidratos solliveis sdo os principais contribuintes para a viscosidade.
A viscosidade de pasta ¢ importante na avaliacdo da qualidade do amido
uma vez que a fluidez pode interferir nos equipamentos a serem
utilizados e dimensionados numa linha de producao, até no produto a ser
fabricado (BELLO-PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006).

Os viscoamilogramas sdo utilizados para verificar as
propriedades fisico-quimicas de cereais, assim como outras fontes de
amido. A importidncia do viscoamilograma para a determinacao
tecnolégica de uma fonte de amido com vistas a confeccdo de cervejas
estd na temperatura de pasta e gelatinizagao.

A temperatura de pasta ¢ obtida através de viscoamilograma pelo
ponto onde a viscosidade da suspensdo comeca a aumentar, na ocasiao
do aquecimento da pasta, a partir de 50 °C. Com a temperatura
aumentando inicia a gelatiniza¢do do amido, neste ponto ocorre
desestabilizagdo nos granulos de amido com hidratacdo gradual,
fisicamente ocorre expansao e posterior destrui¢do com rompimento das
estruturas amorfas e cristalinas, sendo observados pelo gradual aumento
da viscosidade (BELLO-PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006;
STAHL, LOBATO ET 4L., 2007).

Na Figura 25 e Tabela 15 estio apresentados os perfis e os dados
relativos as medias das analises dos viscoamilogramas das farinhas da
semente de pinhdo, de acordo com a metodologia de (STAHL,
LOBATO ET 4L., 2007).
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Figura 25. Curvas de RVA das farinhas de pinhdo: 1- CRU sem casca interna;
2- Germinado; 3- CRU com casca interna; 4- CONG sem casca interna; 5-
CONG com casca interna e 6- pré-gelatinizado GEL.

Tabela 15. RVA dos resultados das amostras das farinhas de pinhao

Amostras Pico Pico Trough (cP) Breakdown  Viscosidade Setback Tempo
Viscosidade  Temperatura (P) Final (cP) (cP) Pico (min)
(4] (K]

1 1814.5+0.88* 81.67=0.25°  814.5=0.77°  1000=0.122 1144.5+1.123>  327+0.35% 6.26+0.094

2 1668.50.06° 80.12+0.67¢ 681=0.0°4 987.48=0.06 930.96=0.0° 249.96=0.00  6.03=0.05d¢

3 1618+2.24¢ 79.47+0.044 663.96:0.714  954+1.53P 917.52+1.12b 253.50+0.422  5.93=0.0°

4 1343.5+0.88¢ 88.32+0.25%  876.54£1.24* 467.04+0.35¢ 1347+3.30* 470.52+2.06* 7.36+0.05"

5 1311=0.114 85.72+0.25° 700.02=0.12°  610.98+0.23¢ 972.54+1.59> 272.52+1.712  6.96+0.05¢°

6 10.6+0.18¢ << 78¢ 10.66+0.15¢ - 1090.98+11.612  7.74=1.13° 12.7£0.142

A média £ desvio padrio seguido de mesma letra ndo possui diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p <0,05). 1- Farinha de pinhdo (CRU) sem
casca interna; 2- Farinha de pinhdo germinada; 3- Farinha de pinhdo (CRU)
com casca interna; 4- Farinha de pinhdo (CONG) sem casca interna; 5- Farinha
de pinhdo (CONG) com casca interna; 6- Farinha de pinhdo (GEL) pré-
gelatinizado.

Para as farinhas de pinhdo produzidas neste trabalho, obteve-se
trés perfis distintos. Para as farinhas cruas in natura, viscoamilogramas
(1 e 3) os picos de viscosidade ficaram na faixa de 1.600 a 1.800 (cP)
com picos de temperaturas entre 80 e 81 °C. Ja para a farinha de pinhdo
in natura germinado, viscoamilograma (2), esta ndo mostrou
significativa mudangas no pico e temperatura e gelatinizagdo, devido ao
breve tempo de processamento pelas enzimas internas da semente ou
mesmo pela desativagdo enzimatica através do processo térmico de
secagem.
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Para as farinhas de pinhdo cruas congeladas, viscoamilogramas (4
e 5) os picos de viscosidade foram mais baixos que as farinhas cruas in
natura, em torno de 1.300 (cP), porem com picos de temperaturas
maiores, na faixa de 85-88 °C. As temperaturas de gelatinizacao para as
farinhas de pinhdo do tipo in natura, viscoamilogramas (1 a 5) ficaram
numa faixa de 79-88 °C, valores proximos aos encontrados por
(STAHL, LOBATO ET 4L., 2007), 89,2 °C.

Os resultados de viscosidade para a farinha de pinhdo pré-
gelatinizado, viscoamilograma (6), indicou valores inferiores as demais
farinhas. Com o amido gelatinizado, os principais componentes que
contribuem a viscosidade foram as [-glucanas e as proteinas. Nesta
condi¢do, o pico de viscosidade diminuiu significativamente depois da
gelatinizagdo.

Os picos de temperaturas encontrados por (COSTA, LEIVAS ET
AL., 2013), ficaram na faixa de 54-63 °C. Esta diferenca pode estar
associada a baixa concentracdo de amilose, similarmente encontrado por
(ZAIDUL, NORULAINI ET 4L., 2009) em amido de batatas.

Segundo os autores (ANNEMULLER &MANGER, 2013)
temperaturas de gelatinizacdo de fontes amildcea maiores que 78 °C
deverdo passar por processos térmicos isolados (decoccdo ou alta
pressdo) antes de ser inseridos no processo de mosturagdo mash in. Este
processo ¢ mais econdmico, com reduzido consumo de energia e
otimizacao de tempo no processo de mosturagao.

A importancia em conhecer as temperaturas de gelatinizagdo das
fontes de amido ¢ fator tecnoldgico essencial, assim como financeiro.

Apos o pico de gelatinizagdo obtido através dos perfis dos
viscoamilogramas, ocorre um platd de temperatura e posterior
decaimento da viscosidade. E durante a fase constante a 95 °C que os
granulos comecam a se dissociar e a solubilizagdo das moléculas de
amilose se intensifica, gerando a queda de viscosidade, observada na
Figura 25. A diferenca entre a viscosidade maxima ¢ minima é chamada
de breakdown, que representa a resisténcia do amido a agitagdo
mecénica, onde é possivel avaliar a estabilidade do amido a altas
temperaturas (BELLO-PEREZ, GARCIA-SUAREZ ET 4L., 2006). O
breakdown, para as farinhas crua in natura, foram maiores que para as
farinhas congeladas, na qual o processo de congelamento favoreceu o
rompimento dos granulos internos do amido da farinha de pinh3o.

Para este trabalho ndo houve tratamento quimico utilizado nas
farinhas, nem separagdo de amido. A intengdo ¢é preservar as
caracteristicas da farinha levando até o produto final, além de gerar
economia e tempo de processo. A pasta do amido de pinhdo mostra um
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viscoamilograma que ndo ¢ usual de um cereal, nem de tubérculos,
estando mais proximo de amido de leguminosas (WOSIACKI
&CEREDA, 1985).

Com o objetivo de se verificar o processo qualitativo de hidrolise
enzimatica através de um viscoamilograma, adicionou-se pequenas
quantidade de farinha de cevada maltada em farinhas de pinhdes in
natura congeladas. O acompanhamento destes perfis foram obtidos pela
Figura 26 apresentando o viscoamilograma das farinhas de pinhdo in
natura congelada n° 1 e 2 e farinha de pinhdo in natura congelada com
adi¢cdo de cevada maltada n° 3 e 4, sendo os valores de pico, temperatura
do pico, trough, breakdown, viscosidade final e setback, apresentados na
Tabela 16.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 L] 10 1

Figura 26. Viscoamilogramas das farinhas. 1 e 2 - Farinha de pinhao in natura
congelada; 3 e 4- Farinha de pinhdo in natura congelada (99 g/100g) + cevada
maltada (1 g/100g).

Tabela 16. Comparagdo entre os perfis dos viscoamilogramas das
farinhas de pinh3o in natura congelada e farinhas de pinhdo in natura
congelada com adi¢do de cevada maltada, determinado neste trabalho.

Amostras Pico de Temperatwra Trough Breakdown Viscosidade Setback Tempo
Viscosidade de Pico ("C) (cP) (cP) Final (cP) (P) Pico
(cP) (min)

1 1949 84 865 1084 2207 1342 6.80

2 1866 88 1086 780 3074 1988 7,13

3 1265 75 127 1138 1245 1118 5.13

4 717 75 119 598 1392 1273 5.20

1 e 2 Farinha de pinhéo in natura congelada
3 e 4 Farinha de pinhdo in natura congelada + farinha de cevada maltada
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No viscoamilograma da Figura 26, pode-se verificar a
contribuigdo enzimatica com redugcdo de temperatura de pasta e
viscosidade das farinhas de pinhdo. As amostras 1 e 2, s@o as farinhas in
natura congelada, com picos de temperaturas 84 e 88 °C e picos de
viscosidade de 1949 e 1866 (cP), respectivamente. A diminuicdo de
viscosidade das amostras 3 e 4 (Tabela 16), é causada pela adicdo de
cevada maltada, ocorrendo assim o processo de hidrolise. A diminui¢do
dos picos de viscosidade e temperatura, podem ser explicados pelo
rompimento da estrutura dos granulos de amido durante o processo de
hidrélise o que afeta a sua capacidade de inchar em &agua quente,
resultando em uma viscosidade reduzida.

Segundo (MENEGASSI, LEONEL ET 4L., 2007) as condicdes
severas térmicas usadas no processo, destroem as estruturas cristalinas
do amido resultando em uma auséncia ou diminui¢do do pico de
viscosidade. Para as farinhas de pinhdo in natura congeladas com adigdo
de farinha de cevada maltada, esta acelerou o processo de
empastamento, com menor pico de gelatinizacao e temperatura na faixa
de 73-75 °C.

Como pode ser visualizado na Figura 26 e mensurado pela Tabela
16, as pastas das farinhas de pinhdo in natura congelada e com adigdo
de farinha de cevada maltada, estas apresentaram valores de viscosidade
diferentes, pois o processo de hidrdlise enzimatica favoreceu a fluidez.
Resultados similares aos encontrados por (SANDHU, SINGH ET 4L.,
2007) que relataram que para diferentes espécies de amido de milho
modificados (hidrélise 4cida), houve uma queda nos valores de
viscosidade inicial, viscosidade final e setback, quando comparado ao
amido nativo. Sendo esta diminui¢cdo atribuida a reducdo de cadeias
carbonicas que compdem o amido.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 27, demonstra as micrografias obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) de farinha de pinhdo, com aumento de
750 x 1000 x. A morfologia dos granulos de amido, semelhante a
farinha de mandioca (RAMIREZ, MUNIZ ET 4L., 2010; WU, 2014;
PEREIRA, AQUINO Er 4L, 2016), pode se caracterizar pelas
geometrias globulares e o formato de cabeg¢a de cogumelo. O tamanho
caracteristico (didmetro médio) estad na faixa de 7-20 um. De acordo
com (STAHL, LOBATO ET 4L., 2007; COSTA, LEIVAS ET 4L., 2013)
os granulos de amido de milho estdo entre 15 pum, trigo entre 20-22 pm e
arroz entre 5 pm. Pode-se observar que os granulos sdo lisos sem
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apresentar irregularidades ou porosidade superficial, mas ainda ¢
possivel visualizar proteinas aderidas aos grios, devido ao ndo
tratamento da farinha (Figura 27, A e B). Para a farinha de pinhao pre-
gelatinizada (Figura 27, C), é possivel verificar que quase nenhum grao
permanece apds o processo térmico de pré-gelatinizagdo, com destrui¢do
dos granulos de amido. Esta estrutura amorfa se assemelha a esferulitas
(SINGH, LELANE ET 4L., 2010).
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Figura 27. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das farinhas
de pinhdo. A- Pinhdo in natura (CRU); B- Pinhdo congelado; C- Pinhdo pre-
gelatinizado.
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5.4 Mosto Congresso

Este processo ¢ um indicador do potencial de fermentagdo, sendo
que uma baixa extracdo dos solidos soluveis (carboidratos e proteinas)
prejudicara no rendimento, comprometendo o processo fermentativo
(BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004; KUNZE, 2014). A Figura 28
apresenta os resultados do processo de sacarificagdo do mosto congresso.
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Figura 28. Método de mosto congresso para diferentes g/100g das farinhas de
cevada maltada e pinhdo pré-gelatinizado, com as determinagdes de cor, extrato
soluvel (g/100g, °P), pH e teste de iodo. Amostras 1: 100 g/100g (cevada
maltada); 2: 90-10 g/100g; 3: 80-20 g/100g; 4: 70-30 g/100g; 5: 60-40 g/100g;
6: 55-45 g/100g; 7: 50-50 g/100g; 8: 40-60 g/100g; 9: 30-70 g/100g; 10: 20-80
g/100g; 11: 10-90 g/100g; 12: 100 g/100g (pinhdo pré-gelatinizado) com
enzimas.

Conforme se aumenta a propor¢do da farinha de pinhdo pré-
gelatinizada em relagdo a farinha de cevada maltada, aumenta a extragao
de extrato solivel no processo de mosturacdo com ponto maximo na
propor¢ao (80-20 g/100g) com 9,6 °P. Nesta propor¢do o tempo de
sacarificagdo enzimatica ainda ¢é relativamente rapido (15 minutos) com
excelente conversdo, faixa de pH de 5,88 ¢ sem promover mudangas
significativas de cor no produto final com 3,4 EBC (cor do malte Pilsen,
3,0 EBC).
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Apesar de o aumento na propor¢do de farinha de pinhdo ndo
ocasionar mudangas significativas de pH, esta provoca lentiddo do
processo de sacarificagdo (conversdo enzimatica) devido a quantidade e
na diminui¢do da cevada maltada (enzimas), resultando em longos
tempos de processo (35 até 60 minutos). Esta diminuicdo de cevada
maltada influencia diretamente na hidrélise, ou seja, na extracdo de
solidos soluveis, aumentando assim o teor de solidos ndo soluveis
(amido e dextrinas de alta massa molecular).

Com a diminui¢do na propor¢ao de cevada maltada, problemas de
filtragdo da cerveja s@o mais pronunciados, o mesmo acontecendo em
cervejas onde se utiliza o trigo. O alto conteudo de arabinoxilanas
(moléculas de alto peso molecular) e a auséncia de cascas (elemento
filtrante) acarreta em lentiddo no processo de filtracdo, com perdas de
rendimento (BRIGGS, BOULTON ET 4L., 2004).

A partir da propor¢do (70-30 g/100g), ha uma diminuicdo na
obtencdo de extrato soluvel com decaimento de graus Plato (°P), ou seja,
ocorre um decréscimo de agucares soliiveis (perda de rendimento), e
portanto fermentaveis, terminando em 8,4 °P para a propor¢ao (10-90
g/100g). Este fato € fisico-quimicamente preocupante, como turvacgdes a
frio chill haze.

Durante o acompanhamento de todo o processo, a cor do mosto
praticamente ndo se altera, ficando na faixa de 3 EBC para quantidades
de farinha de pinhdo até 70 g/100g, ¢ um maximo de 5 EBC com 100
g/100g de farinha de pinhao.

No processo do acompanhamento do teste de iodo, etapa na qual
nos possibilita a verificagdo do momento de conversdo enzimatica
(tempo de reacdo e o momento da completa sacarificagdo), para os trés
primeiros pontos onde a propor¢do de cevada maltada ainda ¢é alta (100
até 80 g/100g), o tempo de sacarificagdo ¢ bem rapido com tempos de
10 e 15 minutos (KUNZE, 2014). A partir deste ponto, ocorre um
significativo aumento no tempo de processo, chegando até 60 minutos.

5.5 Quantidade de Malte Equivalente (MeV)

Com o proposito de verificar o teor médio de solidos soluveis
para a farinha de pinhdo pre-gelatinizada com adigdo de enzimas,
obteve-se um teor médio de solidos soluveis correspondente a 10 °P
contra 9 °P de cevada maltada, Figura 28. Isso gerou uma quantia
equivalente a cevada maltada de 90,35 kg para a farinha de pinhdo pre-
gelatinizada. Isto equivale a mesma gravidade em °P de uma massa de
100 kg de cevada maltada. A Tabela 17, aponta algumas referéncias
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bibliograficas em relagéo a quantidade de malte equivalente de alguns
cereais utilizados nas cervejarias.
Tabela 17. MeV para diferentes adjuntos utilizados em cervejarias.

Cevada Malte de Cevada Grits de Milho Grits de Arroz  Farinha de
Maltada Trigo Pinhdo pré- gel*
1 3-5 3-5 12-14 12-13 12-13 8.6
2 100 kg 100kg  125kg  98kg 95-98 kg 90,35 kg

1 Teor de agua nos adjuntos cervejeiros em % (os valores sdo uma média
padréo)

2 Valor equivalente de malte (MeV), ¢ a massa necessaria, em Kg de adjunto,
que fornecera equivalente quantidade em extrato, quando comparado com 100
Kg de malte de cevada. * Obtido neste trabalho.

Isto demonstra que a farinha de pinhdo pre gelatinizada ¢
economicamente interessante para ser utilizada como adjunto,
fornecendo quantidade equivalente em extrato além de proporcionar
caracteristicas intrinsecas ao produto final. Confeccionou-se também a
Tabela 18, afim de se comparar a farinha de pinhdo com o malte de
cevada, através da metodologia de mostro congresso.

Tabela 18. Comparagdo entre as farinhas puras, utilizando a
metodologia de mosto congresso, entre Cevada maltada e pinhdo pre-

gelatinizado.
Parametros médio (mosto congresso) Cevada Pinhdo pré
maltada gelatinizado*
Teste iodo 10'+£3.5% <<10"
Cor (EBC) 3,45+0.33°  5,12+0.53°
°p 9,060.07°  10,0+0.07"
pH 5,9+0.03 5,8+0.03"
Rendimento amostra (g/100g) 80,77+0.68"  82,46+0.82°
Rendimento, base seca (g/100g) 86,67+0.74°  90,22+0.89"

*Com enzimas. A média + desvio padrio seguida da letra igual no mesmo
arquivo nao apresenta diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).

A coloragio da farinha de pinhdo pre gelatinizada foi 5,12 EBC,
atribuido pelo cozimento com as cascas externas. Essa coloracdo esta
diretamente ligada ao processo de transferéncia de taninos,
proporcionando aromas e sabores caracteristicos para a semente. Um
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fator muito importante para adjuntos de fontes amilacea que, quando
inseridos para produgdo de cervejas, podem afetar de forma significativa
o pH de mosturacdo. O aumento de adjuntos leva a uma diminui¢cdo na
capacidade tamponante (fosfatos) da cevada maltada, aumentando assim
o valor de pH de mosturacdo (PRIEST &STEWART, 2006). Como
consequéncia a esta baixa capacidade tamponante proporcionada pelos
adjuntos, isto leva a uma grande diminuicdo do pH durante a fase de
fermentacdo. Esta redug@o nos valores de pH devido ao incremento de
propor¢des de adjuntos na mosturagdo, ¢ associado a pHs menores em
cervejas jovens levando assim a maiores teores de VDK's totais
(pentanodiona e butanodiona), ocasionando maiores tempos de
maturagdo (ANNEMULLER &MANGER, 2013). Neste trabalho, o pH
das diferentes propor¢des de cevada maltada e farinha de pinhdo pre
gelatinizada, ficaram numa faixa de 5,78-5,89, patamar satisfatorio,
visto que um pH ideal seria na faixa de 5,2-5,6 (KUNZE, 2014). A
farinha de pinhdo possui uma boa capacidade tamponante em sua
composicao, ndo prejudicando o pH no processo de mosturagao.

5.6 Rendimento da farinha de pinhdo pre-gelatinizado

O teor de extrato foi influenciado pelas diferentes proporcdes de
farinha de pinhdo inserida. O extrato ¢ um dos mais importantes fatores
de caracterizagdo de rendimento do malte de cevada e das proporgdes
malte/pinhdo, estudadas neste trabalho. Estas determinacdes foram
listadas na Figura 29.
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Figura 29. Média dos rendimentos das amostras (quadrado preto), e média dos
rendimentos em base seca (quadrado cinza), das proporg¢des entre cevada
maltada e pinhdo (GEL), técnica EBC (4.5.1). Amostras 1: 100 g/100g CM
(cevada maltada); 2: 90-10 g/100g; 3: 80-20 g/100g; 4: 70-30 g/100g; 5: 60-40
g/100g; 6: 55-45 g/100g; 7: 50-50 g/100g; 8: 40-60 g/100g; 9: 30-70 g/100g;
10: 20-80 g/100g; 11: 10-90 g/100g; 12: 100 g/100g PPF (pinhdo pré-
gelatinizado) com enzimas.

Os valores médios de referéncia segundo a metodologia
(metodologia EBC 4.5.1, European Brewery Convention) para a cevada
maltada estdo na faixa de 79-82 g/100g em base seca e para adjuntos 68-
82 g/100g. Neste trabalho a média encontrada para 100 g/100g cevada
maltada foi de 86,67 g/100g e para 100 g/100g pinhdo pre gelatinizado,
com uso de enzimas foi de 90,22 g/100g.

Para o presente estudo, sugerimos uma substitui¢do do adjunto
numa propor¢ao de 20 g/100g. Essa propor¢do de adjunto cervejeiro ira
aumentar o extrato soliivel, ndo promovendo significativas alteragdes
nos parametros fisico-quimicos, como: variagdes bruscas de pH, cor,
aroma, tempo de conversdo enzimatica, viscosidade e tempo de
filtrabilidade. Para as cervejas produzidas neste trabalho, objetivou-se
homogeinizar as formulagdes tendo e vista as possiveis diferenciagoes
nos extratos. Segundo a classificagdo do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (M.A.P.A), com a instru¢do normativa n° 54
de 05/11/2001, as cervejas foram classificadas em: (0 % pinhdo em
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cerveja leve puro malte, 20 g/100g cerveja com pinhdo e 50 g/100g em
cerveja leve de pinhdo). A Tabela 19 demonstra essas atribuigdes que
advem advém de valores obtidos nos extratos aparente, primitivo e real.

Tabela 19. Classificagdo das cervejas produzidas neste trabalho.

Cervejas (formulagoes)

Classificacio 0g/100g 20g/100g 50g/100g
pinhio pinhio pinhio

M.AP.A Cerveja leve Cerveja com Cerveja leve
puro malte pinhdo de pinhdo*

Ea (°P) 2,36 2,36 2,62

Er (°P) 4,02 4,29 4,29

Ep (°P) 10,25 11,29 10,28

EBC (cor) 5.8 6,3 6,9

Alcool tedrico (% v/v) 3,86 4,36 3,73

*Nome ficticio. Segundo a classificacdo do M.A.P.A 54 de 05/11/2001, ndo
existe cerveja com teor de adjuntos maior que 45 % em massa.
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Com objetivo de se verificar a qualidade das conversdes
enzimaticas para as formulagdes de 0, 20 ¢ 50 g/100g de farinha de
pinhdo, determinou-se a quantidade de amido total restante no residuo
de malte (bagago de malte). Apds o processo de mosturagdo, coletou-se
uma frag¢do do residuo levando a secagem. Para determinacdo do amido
total, a metodologia de secagem e composi¢do centesimal do amido,
foram as mesmas ja descritas neste trabalho. Os resultados estdo
ilustrados na Tabela 20.

Tabela 20. Quantidade de amido total restante no residuo de malte, das
seguintes propor¢des entre farinha de cevada maltada e pinhdo pre
gelatinizado:

Amido Total (g/100g)
100 g/100g Cevada Maltada 21,89
80-20 g/100g Pinhdo pre gelatinizado 26,30
50-50 g/100g Pinhdo pre gelatinizado 32,72

Segundo (BAMFORTH, CHARLES W., 2003) para uma
tradicional mosturacdo, a fermentabilidade maxima normalmente
alcangado ¢ de cerca de 70-80 g/100g. Diante disso, as formulagaos para
100 g/100g de cevada maltada e 20 g/100g de farinha de pinhdo,
obtiveram 78,11 e 73,7 g/100g de extrato soluvel, ficando dentro dos
parametros. Ja para a composi¢do de 50 g/100g de farinha de pinhdo, a
fermentabilidade diminui para 67,28 g/100g, ficando semelhante a uma
fermentabilidade de malte colorido.

6. FERMENTACAO

6.1 Perfil fisico-quimico

Nesta segunda etapa do presente trabalho foram cofeccionadas
trés diferentes cervejas, a fim de se verificar o perfil fisico-
eletroquimico (fase fermentativa ) e o perfil aromatico das cervejas (CG-
MS) elaboradas com 0, 20 e 50 g/100g de farinha de pinhdo pré-
gelatinizado. Adotou-se a correlagdo entre os numeros de coletas
tomados com tempo de fermentagdo, conforme demonstra o Quadro 6.
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Quadro 6. Correlagdo dos niimeros de amostras coletadas com o tempo
em horas

Numero da Coleta Tempo (horas)
1 1
2 6
3 19
4 24
5 29
6 44
7 48
8 54
9 70
10 77
11 94
12 116
13 121
14 146

A representacdo grafica da contagem celular em relagdo ao tempo
demonstra o desenvolvimento da

de fermentagdo, Figura 30-a,

multiplicagdo celular das leveduras conforme o tempo (Saccharomyces
cerevisiae, tipo ale “American Ale”, bio4™) em diferentes composi¢des
de mosto cervejeiro e a Figura 30-b, demonstra o decaimento das
densidades especificas obtidas com o tempo de fermentacgao.
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Figura 30. a- representacdo grafica da multiplicacdo celular das leveduras
(UFC/mL) perante as diferentes composi¢des de cevada maltada e farinha de
pinhdo (0, 20 e 50 g/100g). b- representagdo grafica do decaimento da
densidade especifica (g/mL) obtida a partir das diferentes composigdes de
cevada maltada e farinha de pinhao ( 0,20 e 50 g/100g). Cor azul: 0 g/100g; Cor
vermelha 20 g/100g; Cor verde 50 g/100g.

120

140



123

Na Figura 30-a, verifica-se que para as composi¢des de mosto
com 0 e 20 g/100g de farinha pré-gelatinizado de pinhdo, ndo houve
diferencas  significativas nos perfis de crescimento celular
(fermentagdo), nos tempos de 6 até 77 horas (coletas de 2 a 10), mesmo
com a densidade especifica de 20 g/100g estar maior (1,044 g/mL) em
comparacdo a 0 g/100g (1,040 g/mL). Ja para a composi¢do com 50
g/100g de farinha de pinhdo pré-gelatinizado, o perfil ¢ menos intenso
durante o crescimento celular. Certamente, neste caso a composi¢ao
nutricional do mosto cervejeiro influenciou no desempenho das
leveduras. De modo semelhante, estudos conduzidos por
(ANNEMULLER &MANGER, 2013), relataram que para um aumento
na propor¢do de 50 g/100g de adjuntos, neste caso a cevada, houve
diminuicdo na composi¢do de a-amino-nitrogénio (FAN), maltose e na
atenuacao final do mosto.

Do ponto de wvista quantitativo, carboidratos e proteinas
representam os principais nutrientes utilizados pela levedura. Isto sugere
que o fluxo metabolico destes nutrientes, bem como a interacdo entre
eles se constitua num importante paradmetro de regulagdo do crescimento
celular, producdo de biomassa e na secrecdo de atividade amilolitica
(TER SHURE, SILLJE ET 4L., 1995). No mosto cervejeiro, a principal
fonte nitrogénio (proteinas) ¢ uma mistura de aminoacidos, peptideos ¢
pequena quantidade de aménia. A utilizagdo destas fonte de nitrogénio
pelas leveduras s6 ocorrem apds a hidrélise (PRIEST &STEWART,
2006).

Estd claro que a composi¢do centesimal dos adjuntos mais
especificamente o teor de FAN, influencia efetivamente o estado
fisiologico das leveduras. Nas Tabelas 13 e 14, podemos comparar os
teores de proteinas (possiveis geradores de FAN) dentre os adjuntos
mais utilizados nas industrias cervejeiras mundiais e a farinha da
semente de pinhdo. A quantidade de proteina para a farinha de pinhao,
estd entre 5-6 g/100g, enquanto o milho, cevada e trigo, possuem
praticamente o dobro. Diante disso é plausivel considerar que a
composi¢do de compostos nitrogenados (FAN), para a composi¢do de
50 g/100g em farinha de pinhdo, encontra-se deficiente. Para ajudar a
esclarecer isso, (ANNEMULLER &MANGER, 2013) analisaram a
composicdo de FAN de um mosto com 100 g/100g de cevada maltada,
obtendo um total >200 mg FAN/L. Sendo esta uma composi¢ao ideal
(mosto de 12 °P), para a composi¢do nutricional para as leveduras. De
outra forma, quando adjuntos sdo parcialmente substituidos por cevada
maltada, a composicdo de FAN no mosto cervejeiro altera-se
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significativamente. Estudos feitos com variadas proporg¢des de adjuntos
cervejeiros e cevada maltada, (20-80 g/100g, respectivamente): sendo
estes 0 milho e o arroz, mostraram um decaimento de 20 g/100g no teor
de FAN para o mosto cervejeiro (160 mg FAN/L).

Para propor¢des com > 50 g/100g de adjuntos, (PIERCE, 1987;
ANNEMULLER &MANGER, 2013) indicam algumas estratégias
tecnologicas para minimizar estes problemas como: utilizagdo de cevada
maltada com alto nivel Kolbach Index (44-46 g/100g), longo tempo de
parada proteica (30-60 minutos) entre 40-50 °C e utilizacdo de
proteases.

A Figura 31, ilustra o grau de fermentabilidade (atenuacdo
aparente, em %) das leveduras ao longo de todo o processo
fermentativo. A propor¢do de 50 g/100g de farinha de pinhdo pré-
gelatinizado obteve o menor valor entre os 3 mostos cervejeiros, com
74,76 %. Com os parametros da referéncia EBC 4.11.1, as proporgdes 0
e 20 g/100g ficaram com alta taxa de fermentabilidade 77,23 e 79,30 %
respectivamente, enquanto a propor¢do de 50 g/100g ficou com taxa
média de fermentabilidade.
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Figura 31. Representagcdo grafica da atenuacdo aparente (%), para as
diferentes composi¢des de mosto cervejeiro, utilizando farinha pre-
gelatinizada de pinhdo. (Valores de referéncia: 65-70 % Baixa; 71-75 %
Média; 76-85 % Alta). EBC 4.11.1.
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6.2 Perfil eletroquimico (redox) e aromaticos

O processo fermentativo da cerveja ¢ constituido de
microrganismos, macronutrientes, aqui representado por elementos
quimicos, (C, H, O, N, S, etc.), micronutrientes (Fe, Cu, Zn, Ca, Mg, CI’
, CO32' , HCO5, etc.), vitaminas e, em sua maior composic¢do, a dgua, de
90 a 95 % (BAMFORTH, C. W., 2003), caracterizando-se assim, como
um sistema aquoso.

O estudo dos potenciais de oxido-reducdo € uma importante
ferramenta de investigagdo do comportamento redox (Eh, mV) de
substancias envolvidas no processo de fermentacdo na cerveja, devido
ao balango de cargas positivas e negativas no sistema aquoso (LIU, LUI
ET AL., 2015). Potencial redox quantifica momentaneamente a atividade
biolégica, podendo o meio estar ora no campo oxidante ora no campo
redutor. Uma substancia com potencial redox alto, tem carater oxidante
com forte tendéncia em perder elétrons (campo redox com auséncia de
elétrons), enquanto que outra substdncia com potencial redox baixo,
apresenta carater redutor, tem forte tendéncia a aceitar elétrons (campo
redox com presenca de elétrons) (LIU, LIN&BAI, 2011a).

Durante a fermentag@o o maior contribuidor para as mudangas do
potencial redox sdo NADH (atuando como doadores de elétrons) na
formacao de biomassa e consumo de glicose, por outro lado, o oxigénio
dissolvido ¢ utilizado para a reprodugdo celular, sendo este o elemento
principal para as trocas extracelulares (atua como aceptores de elétrons),
tornando o meio oxidante. Estas mudancas no potencial redox em
processos fermentativos estdo relacionadas com intensas atividades
celulares (LIU, LIN&BAI, 2011b).

A partir disso, a leitura do potencial redox permite por exemplo,
manipular e controlar parametros quando estamos trabalhando com
organismos vivos (leveduras, do tipo Saccharomyces cerevisiae) em
ambiente anaerdbio (LIN, CHIEN ET 4L., 2010).

Postula-se que a produgdo de glicerol pelas leveduras para
manutencdo do equilibrio redox na célula, esteja relacionada
prioritariamente com distirbios fisiologicos decorrentes de uma
inadequagdo do meio fermentativo do que com necessidades
metabolicas da levedura (ALVES, 1994).

O equilibrio redox celular é alterado em anaerobiose, em
pesquisas com produgdo de etanol a partir de mostos com alta densidade
especifica, os autores (LIN, CHIEN ET 4L., 2010; LIU, LIN&BAI,
2011a) observaram que ao manipular os potenciais de oxidorredugao,
fixando-os em potenciais negativos, havia alteragdes também na
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eficiéncia da fermentagdo, produgdo de etanol e viabilidade das
leveduras. Ja (LIU, LIN&BAIA, 2011) detectaram que alterando os
potenciais redox, isso era refletido no estado momentaneo fisioldgico
dos microrganismos e assim controlava-se a distribuicdo dos fluxos
metabolicos intracelulares a favor da formacdo de metabdlicos
desejaveis, no caso, a producao de etanol.

Com a ideia de ser verificar o comportamento redox com
diferentes composicdes de mosto cervejeiro neste trabalho,
confeccionou-se as Figuras 32 e 33. Elas correlacionam o
desenvolvimento do crescimento celular (Figura 32) e o decaimento da
densidade especifica (Figura 33) em funcdo dos potenciais de
oxidorreducdo, conforme o tempo de fermentagdo anaerobica.
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Figura 32. Representago grafica do crescimento celular (linha continua azul) e
potencial redox, Eh ( linha pontilhada vermelho), das diferentes composicdes de
mosto, em fase anaerdbica fermentativa.
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Figura 33. a-b-c. Representagdo grafica da densidade especifica (linha azul) e
potencial redox, Eh (mV) (linha vermelha). Das diferentes composi¢des de
mosto, em fase anaerdbica fermentativa.
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As medidas redox refletem o status metabolico das células de
leveduras em fungdo da fermentagdo. Apesar de os perfis ndo serem
muito conclusivos, estes por sua vez, demonstram uma certa tendéncia.
Diante disso, alguns pontos devem ser mencionados, como: a diferenga
na composi¢ao dos mostos cervejeiros (0, 20 e 50 g/100g), a variacdo da
quantia de oxigénio dissolvido, e a adaptacdo das leveduras para cada
tipo de mosto. Estas flutuagdes nos potenciais redox durante a fase de
fermentacdo, também foram relatadas por (LIU, LUI ET 4L., 2015)
quando o objetivo era a produgado de etanol.

Durante a fase inicial da fermentagdo, nas primeiras horas (1-6
horas), ainda percebe-se a fase lag, com pouco desenvolvimento celular
e minimas varia¢cdes no potencial redox (100-120 mV), com leve
decaimento na densidade especifica (g/mL). Apos a fase de adaptacdo as
leveduras iniciam o processo fermentativo anaerdbico (fase /og), com
alta atividade celular (> 107 UFC/mL) e intensa atividade redox. Esta
troca da fase (lag--log), com aumento de atividade redox ¢ atribuido por
(LIU, LUI ET AL., 2015) como uma vigorosa propagac¢ao celular e rapido
consumo de oxigénio.

Isto é verificado nas Figuras 32 e 33, a partir de 6 horas de
fermentacdo, onde os potenciais redox aumentam bastante 150, 160 e
195 mV para os mostos com 0, 50 e 20 g/100g, respectivamente.

Estudos de (LIN, CHIEN ET 4L., 2010; LIU, LUI ET 4L., 2015)
correlacionaram a queda de carboidratos fermentaveis, com potenciais
negativos (crescimento do estado redutor) com o crescimento celular
durante o processo fermentativo. Estes ainda observaram que, a medida
que diminuia o campo redox (quanto mais redutor), mais alta era a taxa
de crescimento celular.

Apos cessada a fase log, entra-se na fase estacionaria, onde
grande parte dos carboidratos ja foram consumidos, com densidade
finais entre (1,009 e 1,010 g/mL) e potenciais de 140 e 160 mV. Essa
correlagdo acontece nos tempos de 99-115 horas, onde hé estabilizagdo
dos potenciais redox e na propagagao celular.
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De modo geral, o perfil redox em fase fermentativa, obtido pelas
leveduras Saccharomyces cerevisiae, pode ser generalizado por uma
linha de tendéncia, conforme Figura 34. Essa linha de tendéncia sugere
que, os elétrons previamente disponiveis da fase log (campo redutor),
sdo utilizados pelas leveduras para forma¢do de novos compostos, como
a formag@o de biomassa e acidos organicos. Essa utilizacdo de elétrons
disponiveis restabelece previamente, o equilibrio redox celular durante a
fermentacdo alcodlica, pois o crescimento celular constitui uma
oxidagao em termo globais (ALVES, 1994).
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Figura 34. Representagdo grafica da tendéncia (linha preta) do
comportamento redox, Eh (mV), perante as diferentes composi¢des de mosto
cervejeiro. Linha azul (Og /100g pinhdo), linha vermelha (20g /100g pinhao) e
linha verde ( 50g /100g Pinhao).

Varios autores (LIU, LIN&BAI, 2011a; b; LIU, LIN&BAIA,
2011; LIU, XUE ET 4L., 2013; LIU, LUI ET 4L., 2015), t€ém direcionado
seus estudos somente aos potenciais eletroquimicos (Eh) e suas relagdes
com os microrganismos, em particular as leveduras do tipo
Saccharomyces cerevisiae, correlacionando assim, a producdo de
biomassa, a quantidade de alcool, o consumo de glicose ¢ volumes de
oxigenagao.
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O controle de outro pardmetro importante é o do potencial
hidrogenionico (pH), que nos informa a atividade do préton H' no
sistema (LIU, XUE ET 4L., 2013). O pH e o oxigénio sdo considerados
como os principais fatores que influenciam a estabilidade organoléptica
da cerveja (FRANCOIS, GUYOT-DECLERCK ET 4L., 2006). Deste
modo, confeccionou-se a Figura 35, de modo a acompanhar a evolugao
do pH durante o processo fermentativo.
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Figura 35. a-b-c. Representagdo grafica do pH (linha azul) e potencial
redox, Eh (mV) (linha vermelha). Das diferentes composi¢cdes de mosto, em
fase anaerdbica fermentativa.

Percebe-se que para as cervejas produzidas com pinhdo 20 e 50
g/100g, o pH permaneceu em niveis inferiores, mas muito préximos a
formulagdo de 0 g/100g de pinhdo, com pH 5,2. Isso significa uma
cerveja estavel ao ponto de vista de pH, e que este novo adjunto
cervejeiro, nao prejudica o efeito tampao proporcionado pelo malte.

Para aprofundar as investigagdes confeccionou-se a Figura 36,
que é o diagrama de Pourbaix. Com este diagrama pode-se verificar o
comportamento bioldgico da levedura, diante os potenciais quimico
(pH) e o eletroquimico (Eh). Esta proposta de investigacdo baseia-se no
estudo simultaneo das estabilidades termodindmica (pH) e eletroquimica
(Eh) (O’KEEKE, 2001).
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Figura 36. Diagrama de Pourbaix da cerveja a 25 °C. Divididos em 04 campos,
sendo estes: O.A: oxidante acido, O.B: oxidante basico, R.A: redutor acido e
R.B: redutor basico. A: 100 g/100g cevada maltada (linhas tracejadas com
circulos); B: 80 g/100g cevada maltada (linha sélida com quadrados); C: 50
g/100g cevada maltada (linha pontilhada com tridngulos).

Vale salientar que para o caso de aguas naturais, sedimento e
também para processos que envolvem microrganismos, o equilibrio
dificilmente ¢é atingido, e os valores do potencial sdo influénciados pelos
pares que estdo em concentragdes mais elevadas. Os valores de
potencial redox medidos em sistemas naturais deverdo se situar dentro
dos limites mostrados no diagrama, o que possibilita apontar as espécies
predominantes que devem ser encontradas na amostra investigada,
muito embora nem sempre a cinética quimica permita que esta previsao
ocorra, em especial em reagdes mediadas por microrganismos
(JARDIM, 2014).

Ao construir a Figura 36, para as formulagdes produzidas neste
trabalho, obtivemos uma direcdo ao longo de todo o processo
fermentativo. O diagrama possibilita nos pre-dizer quais espécies
positivas ou negativas estdo atuando e sendo formadas, dependendo de
seu enquadramento no diagrama. Em cada um dos quatro campos
contido no diagrama, residira espécies prevalentes que nos possibilitara
indicar suas formas moleculares em termos de prétons e/ou elétrons,
sendo outra técnica extremamente Util para a verificagdo da estrutura
molecular. Neste contexto a diregdo obtida foi obliqua, envolvendo
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assim reacdes de (H') quanto de (¢’), sendo espécies predominantemente
redutoras- acidas.

Isto significa que o processo fermentativo desenvolvido pelas
leveduras, além de complexo em seu metabolismo promove um campo
onde elétrons estdo disponiveis, determinando assim, que as moléculas
estejam receptivas a outras moléculas carregadas positivamente,
favorecidas pelo pH é4cido. Com isso, ocorre a formacdo de novos
compostos que determinardo o flavour do produto final.

Nesse contexto, com o objetivo de se verificar possiveis
diferencas nas composi¢des aromaticas das cervejas produzidas neste
estudo, utilizou-se a cromatografica a gas acoplado ao detector de
massas. O estado redox celular, assim como temperatura, densidade e
composicao nutricional do mosto, pH, taxa de in6culo e linhagem, sdo
alguns dos pardmetros que determinam o impacto sobre o metabolismo
nas leveduras (VERSTREPEN, KEVIN J., DERDELINCKX, GUY ET
AL., 2003). Consequentemente estes fatores estdo envolvidos na
producdo de compostos aromaticos desenvolvidos durante o processo
fermentativo (VERSTREPEN, K. J., DERDELINCKX, G. ET 4L., 2003).
De acordo com (FARINA, MEDINA ET 4L., 2012), existem compostos
volateis “indicadores”, na qual a formacdo aumenta conforme estes
metabolitos ficam um maior tempo em campo redutor. A fim de se
verificar possiveis diferengas nas composi¢des aromaticas, utilizou-se o
CG-MS para detectar qualitativamente compostos volateis na agua do
cozimento do pinhdo e nas cervejas produzidas com mostos de
diferentes composicdes, Figura 37.
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Figura 38. Perfil cromatografico em CG-MS dos compostos volateis na
agua de pinhdo (1) e nas cervejas produzidas com mosto 100 g/100g cevada
maltada (2), 80 g/100g cevada maltada (3) 50 g/100g cevada maltada (4). A:
dioxido de carbono; B: alcool etilico; C: etil acetato; D: 3-metil-1-butanol; E: 2-
metil-1-butanol; F: acido hexandico; G: fenil etil ester; H: acido octandico; I: 2-
fenil-etil-ester; J: etil-9-decenoato; K: acido decandico; L: isopentil ester; M:
acido dodecanobico; O: nonanal; P: undecanal; Q: heneicosane; R: tetradecanal;
S: 1-propil-octil benzeno; T: 1-butil-octil benzeno; U: 1-propil-nonil benzeno;
V: etil decil benzeno; W: butil nonil benzeno.
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A formagdo de compostos orginicos ocorre em sua maioria
durante a fase de fermentacdo sendo eles, isobutil acetato, etil acetato,
1soamil acetato, etil decanoato, acido octanodico, acido decanoico e acido
hexandico (FARINA, MEDINA ET 4L., 2012). Dentre os compostos
indicadores foram encontrados quatro neste trabalho: etil acetato, acido
octanodico, acido decandico e acido hexanodico. Ainda segundo os autores
(FARINA, MEDINA ET 4L., 2012), uma forte correlagdo entre o estado
redox em campo redutor e a produ¢cdo dos compostos (2-metil-propanol,
acetaldeido, acido isovalérico, 3-metil-Tio-1-propanol, fenil-etil-alcool,
2-metil-butanol), sendo o 2-metil-butanol presentes nas 03 cervejas,
estdo diretamente interligados.

Assim, as variacdes na formacdo dos compostos, alcoois de
cadeia longa e iso-acidos, sdo afetados pelo campo redox atuante, onde
essas condigdes estdo correlacionadas com o balango celular
NAD/NADH. O NAD" é produzido na biossintese do alcool e 0 NADH
¢ oxidado durante a biossintese dos acidos isobutandico e isovalérico.
Sendo assim, mudancas no perfil dos aminoacidos afetard diferentes
desidrogenases alterando o balango NAD/NADH, resultando assim em
diferentes compostos aromaticos (FARINA, MEDINA ET 4L., 2012).

Os compostos volateis obtidos foram qualitativamente
semelhantes para as 03 cervejas produzidas com mostos de composicao
diferente. Deste modo a utilizagdo do adjunto para confeccdo de
cervejas tipo ales ou lagers, pode contribuir com o enriquecimento em
extrato, sendo a melhor contribuicdo a propor¢ao 80-20 g/100g cevada
maltada e farinha de pinhdo, respectivamente. Ainda comparando os
cromatogramas das cervejas com a agua do cozimento do pinhdo, pode-
se verificar que ndo houve contribuicdo de compostos aromaticos
provindos da farinha, nas cervejas finais.

7. CONCLUSAO

A extracdo da farinha de pinhdo a partir de sementes sem a adi¢do
de compostos quimicos provou ser simples, devido ao alto rendimento e
baixa propor¢ao de lipidios, proteinas, fibras e cinzas, sendo ideal para
confecgdo de cervejas. As farinhas produzidas neste trabalho resultaram
com teor de umidade abaixo de 15 g/100g.

A técnica de RVA demonstrou ser uma ferramenta importante
para o setor cervejeiro, porém nao comumente utilizada. Esta técnica
permitiu a verificagdo do ponto de gelatinizagdo das farinhas de pinhao
elaboradas neste trabalho sem tratamento prévio (também podendo ser



134

utilizada para outras farinhas). O ponto forte desta técnica, quando se
trata de amidos ¢ orientar o mestre cervejeiro, sob a forma tecnologica
mais eficiente para ser utilizada, tendo como base a temperatura de 78
°C. Os viscoamilogramas das farinhas de pinhdo foram essenciais para
essa verificacdo, sendo que somente a farinha de pinhdo (pré-
gelatinizado), poderd ser utilizada em temperatura de sacarifica¢do
juntamente com o malte base. Ja as farinhas in natura crua e congeladas
podem ser utilizadas nas mesmas construgdes tecnoldgicas direcionadas
aos adjuntos de fontes amilacea (milho e arroz) sem maiores problemas.

Verificou-se que a farinha de pinhdo pré-gelatinizado manteve-se
estavel (sem rancificacdo), além de fornecer cor e extrato solivel para a
producdo de cerveja (6 EBC). Resultando assim em uma coloragao
dourada, um pouco mais escura que o do malte Pilsen (3,0 EBC). O
rendimento de amido, na farinha de pinhdo foi de aproximadamente 60
g/100g. Isto possibilita uma interessante fonte de extrato com melhor
custo em relagdo a cevada maltada.

O presente estudo sugere que a melhor substituicdo de cevada
maltada pelo pinhdo pré-gelatinizado é a propor¢do de 20 g/100g, sem
necessidade de utilizagdo de co-adjuvantes de processo. Esta propor¢do
de adjunto para o processo de fabricacdo de cerveja ird aumentar o
extrato soluvel (aumento de 10 g/100g em relagdo a mesma quantia de
cevada maltada) ndo promovendo diferencas fisico-quimicas
significativas, tais como: variagdes subitas de pH, cor, aroma, tempo de
conversao enzimatica, viscosidade e tempo de filtracdo. Se uma
utilizacdo maior de adjunto for desejada, ¢ altamente recomendavel
utilizar enzimas para evitar perdas de rendimento e problemas
tecnolégicos. Recomenda-se ainda a utilizacao da técnica de RVA para
economia de processo, rapidez e maior clareza nos resultados.

O presente estudo verificou o comportamento do potencial redox
e correlacionou este com alguns parametros fisico-quimicos comumente
empregados no monitoramento dos processos fermentativos para a
producdo de cervejas. A utilizagdo da farinha de pinhdo como adjunto
cervejeiro, em diferentes proporgdes (80-20 g/100g ¢ 50-50 g/100g)
demonstrou-se viavel em substitui¢ao parcial da cevada maltada.

Os resultados obtidos demonstraram indiretamente, sob uma nova
Otica, o status metabolico das leveduras ao longo do processo
fermentativo, além de boas correlagdes aos fatores nutricionais dos
mostos. Pode-se verificar que no inicio do processo, durante a fase /ag,
criou-se um ambiente propicio para o desenvolvimento das leveduras
com nutrientes e oxigenacdo. Nesta fase adaptativa ndo existem trocas
metabolicas com o meio, porém, existem pequenas variagdes no
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potencial redox. Com o passar do tempo, iniciou-se a fase /og mais
tumultuosa da fermentacdo com um grande consumo de aclcares ¢
multiplicagdo celular, ocorrendo consequentemente aumento no
potencial redox, indicando assim a geracdo de elétrons disponiveis no
meio. Na fase estaciondria observou-se uma estabilizagdo no consumo
de agucares e reprodugdo celular assim como o restabelecimento do
potencial redox sem variagdes abruptas como na fase log.

Este estudo propos ainda verificar o perfil aromatico das cervejas
elaboradas com farinha de pinhdo. Os resultados obtidos utilizando a
preparagdo das amostras usando a técnica SPME com fibra de PDMS e
CG-MS indicaram que as cervejas possuem perfis qualitativos de
compostos aromaticos semelhantes entre si, ndo havendo contribuicio
da farinha de pinhdo para uma diferenciag@o sensorial do produto final.

Por outro lado, ¢ possivel utilizar a farinha de pinhdo com niveis
de até 50 g/100g (recomenda-se neste caso, a utilizacdo de coadjuvantes
de processo) na formulagdo de cervejas, na qual se deseja perfil
aromatico neutro. Com os resultados obtidos ¢ possivel obter o mesmo
perfil sensorial de uma cerveja 100 g/100g cevada maltada. Além disso,
uma vez que a farinha de pinhdo foi pré-gelatinizada, nao ha
necessidade de novas construgdes tecnoldgicas para a utilizagdo da
farinha, sendo possivel utilizar diretamente no processo de mosturagao.
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