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MEDEIROQOS, Claudio Dantas — Efeito de variaveis de processo no tempo de fermentacgéo e
na concentragdo das dicetonas vicinais totais. Dissertagdo de Mestrado, UFRN, Programa de
Pds-Graduacdo em Engenharia Quimica.

Orientacdo: Prof?. Dr2, Mércia Regina da Silva Pedrini.

RESUMO: Dentre os principais desafios que se apresentam no mercado industrial de
producdo de cerveja nos dias atuais, podemos citar o abastecimento do mercado com o menor
custo possivel e com qualidade, visando garantir as expectativas dos clientes e consumidores.
A etapa de fermentacdo da cerveja representa aproximadamente 70% de todo o tempo
necessario para sua producdo, tendo uma obrigatoriedade de rigorosos controles de processo,
para ndo se tornar gargalo da producéo de cerveja. Essa etapa é responsavel pela formacéo de
uma série de subprodutos, os quais, a0 mesmo tempo em que sdo determinantes da
composicdo do buqué de aromas existentes na cerveja, se produzidos em maior quantidade,
podem passar para o produto final sabor e odor desagradaveis. Dentre esses subprodutos, as
dicetonas vicinais totais constituem o principal componente, uma vez que, além de serem
limitantes quanto a trasfega do produto para as etapas subsequentes, possuem um baixo limiar
de percepgdo pelo consumidor e passam sabor e odor desagradaveis. Devido a instabilidade
da qualidade das matérias primas principais e dos controles de processo durante a
fermentacdo, o desenvolvimento de formas alternativas de producdo de cerveja com impactos
positivos no tempo total de fermentacao e na qualidade do produto final, € um grande desafio
dentro das cervejarias. Neste trabalho, foi realizada uma acidificacdo prévia do fermento
pastoso, utilizando-se, para isso, acido fosférico, grau alimenticio e reduzindo-se o pH do
fermento de aproximadamente 5,30 para 2,20. Além disso, com intuito de minimizar os
valores maximos encontrados de dicetonas totais no tanque fermentador, foram alteradas
duas variaveis de entrada: a curva de temperatura e a multiplicacdo celular. Obtiveram-se,
como melhores resultados, o tempo total de fermentacdo de 151 horas e concentragdo de
dicetonas totais de 0,08 ppm. Desta forma, foi confirmado que a acidificacdo prévia do
fermento, bem como o controle de temperatura e multiplicacdo celular no processo
fermentativo, aumentam a performance do processo através da reducao das dicetonas totais e
conseqlientemente, a reducdo do tempo total de fermentacdo com concentracdo de dicetonas
abaixo do valor esperado (Max: 0,10 ppm).

Palavras chave: cerveja, dicetonas, levedura, fermentacéo.




ABSTRACT

MEDEIROQOS, Claudio Dantas — Effect of process variables in fermentation time and in total
vicinal diketones concentration. Mastering Dissertation, UFRN, Chemical Engineering
Graduation Program.

Orientation: Dr. Mércia Regina da Silva Pedrini.

ABSTRACT: Among the main challenges in the beer industrial production is the market
supply at the lowest cost and high quality, in order to ensure the expectations of customers
and. consumers The beer fermentation stage represents approximately 70% of the whole time
necessary to its production, having a obligatoriness of strict process controls to avoid
becoming bottleneck in beer production. This stage is responsible for the formation of a
series of subproducts, which are responsible for the composition of aroma/bouquet existing
in beer and some of these subproducts, if produced in larger quantities, they will confer
unpleasant taste and odor to the final product. Among the subproducts formed during the
fermentation stage, total vicinal diketones is the main component, since it is limiting for
product transfusion to the subsequent steps, besides having a low perception threshold by the
consumer and giving undesirable taste and odor. Due to the instability of main raw materials
quality and also process controls during fermentation, the development of alternative forms
of beer production without impacting on total fermentation time and final product quality is a
great challenge to breweries. In this work, a prior acidification of the pasty yeast was carried
out, utilizing for that phosphoric acid, food grade, reducing yeast pH of about 5.30 to 2.20
and altering its characteristic from flocculent to pulverulent during beer fermentation. An
increase of six times was observed in amount of yeast cells in suspension in the second
fermentation stage regarding to fermentations by yeast with no prior acidification. With
alteration on two input variables, temperature curve and cell multiplication, which goal was
to minimize the maximum values for diketones detected in the fermenter tank, a reduction
was obtained from peak of formed diacetyl and consequently contributed to reduction in
fermentation time and total process time. Several experiments were performed with those
process changes in order to verify the influence on the total fermentation time and total
vicinal diketones concentration at the end of fermentation. This experiment reached as the
best production result a total fermentation time of 151 hours and total vicinal diketone
concentration of 0.08 ppm. The mass of yeast in suspension in the second phase of
fermentation increased from 2.45 x 106 to 16.38 x 106 cells/mL of yeast, which fact is key
to a greater efficiency in reducing total vicinal diketones existing in the medium, confirming
that the prior yeast acidification, as well as the control of temperature and yeast cell
multiplication in fermentative process enhances the performance of diketones reduction and
consequently reduce the total fermentation time with diketones concentration below the
expected value (Max: 0.10 ppm).

Keywords: beer, diketones, yeast, fermentation.
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Introducédo Geral

1. Introducao Geral

A cerveja € uma bebida apreciada desde os tempos das civilizagbes antigas,
caracterizando-se pela simplicidade da férmula e pela complexidade do preparo. Por
definicdo, a cerveja € um extrato de malte de cevada, fervido, lupulado, resfriado e
fermentado, que contém uma pequena quantidade de alcool, gas carbdnico e aclcares nédo-
fermenteciveis. E considerado um alimento quase completo, pois sua composicdo engloba
compostos como: proteinas, aminodcidos, carboidratos (glucose, maltose, dextrinas etc),
elementos minerais diversos (célcio, fésforo, enxofre, etc), alcool, anidrido carbénico e

grande parte das vitaminas do complexo B (Tschope, 2001).

Na industria cervejeira, 0 processo produtivo divide-se basicamente em quatro etapas
distintas, que sdo: elaboragdo do mosto, fermentacdo, maturacdo, filtracdo e envase. Os
tempos gastos em cada etapa sdo, respectivamente, 9, 192, 48 e 15 horas para um produto
tradicional tipo pilsen (Banforth, 2003). Em termos de produtividade, a fermentacdo da
cerveja € a etapa mais critica, sendo caracterizada como 0 gargalo da producdo em uma

cervejaria (Tschope, 2001).

Na etapa da fermentacdo do mosto, a principal reacdo da transformacdo € a
conversdo dos acucares (substrato) em etanol e CO,; todavia, essa reacdo ndo é unica. A
cerveja é, na verdade, um coquetel de substancias quimicas que, somadas, ddo as
caracteristicas sensoriais aos produtos. Os principais subprodutos do processo de fermentacao
da cerveja sdo: dicetonas vicinais, alcoois superiores, aldeidos, ésteres e acidos carboxilicos.
A formacdo desses subprodutos é dependente da levedura utilizada, como também das
condicdes nas quais a fermentacdo é conduzida, em especial temperatura e pressao (Banforth,
2003).

Entre os subprodutos citados acima, as dicetonas vicinais (VDK) séo as mais criticas,
devido ao seu baixo limiar de percepcéo (na faixa de 0,10 ppm). Os principais representantes

deste grupo sdo o diacetil (Butanodiona) e a 2,3 Pentanodiona (Mogel & Todato, 1997).

O tempo total de fermentacdo possui elevada importancia no processo como um

todo, pois, se bem gerenciada essa etapa, pode-se reduzir custo, garantindo-se menos gastos

Claudio Dantas de Medeiros, Setembro/2010



Introducédo Geral

com energia elétrica para fins de circulacdo de etanol nas camisas dos tanques de fermentagao
e ar comprimido, para abertura e fechamento das valvulas de frio dos tanques de fermentagdo.

A qualidade do gerenciamento dessa etapa terd também impacto positivo na
qualidade do produto final, uma vez que as dicetonas vicinais, se ndo forem reduzidas a
limiares abaixo de 0,10 ppm, serdo facilmente percebidas pelo consumidor, através de um
odor e sabor tipicos indesejaveis (Mogel & Todaro, 1997).

Os processos tradicionais utilizados atualmente, em geral, sdo totalmente dependentes
das caracteristicas fisico-quimicas do malte adquirido pela cervejaria, o qual, por sua vez, esta

na dependéncia da qualidade da cevada desde o plantio até sua colheita.

Tais processos demandam grandes cuidados nas cervejarias a fim de que se possa vir a
minimizar o tempo gasto na etapa de fermentacdo, caso contrario ter-se-a como resultado
altos custos, com a utilizacdo de enzimas artificiais, e perda de mercado, devido ao aumento
consideravel do tempo total de processo, uma vez que as industrias trabalham com baixo

capital, empregado na forma de produto acabado em seus armazéns.

A implantacdo de processos eficientes e de baixo custo relacionados a reducdo dos
teores de dicetonas vicinais (VDK) na inddstria cervejeira € uma ferramenta muito Util que
permitird ao mesmo tempo garantir atendimento do mercado, com menor custo e sem impacto

negativo na qualidade sensorial do produto acabado.

Diante disso, torna-se necessario um estudo de alternativas técnicas para a reducéo do
tempo de fermentacdo, pelo controle da formacéao e reducdo de dicetonas vicinais na etapa de
fermentacdo da cerveja, que deve ser simplificado ao méximo, reduzindo, assim, gastos com

operacdo e manutencdo e potencializando sua eficiéncia

Com o objetivo de atendimento de mercado, reducdo de custo e manutencdo da
qualidade final do produto acabado, este trabalho propde uma redugdo no tempo de
fermentacdo de uma cerveja tipo pilsen, atuando especificamente nos itens que interferem na
formacéo e reducéo das dicetonas vicinais (VDK), além de apresentar o estudo da influéncia
de trés variaveis no processo de fermentacdo da cerveja, avaliando o desempenho de cada

acdo na curva de formagéo e reducgédo das dicetonas vicinais. A reducdo do tempo total de

Claudio Dantas de Medeiros, Setembro/2010
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fermentagao constitui o objetivo principal.

Acidificagdo prévia do fermento cervejeiro, aumento da concentracdo de células de
fermento dosadas no fermentador e alteracdo na curva de temperatura da fermentagéo serdo as

variaveis a ser estudadas.
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Capitulo 2

Revisdo Bibliografica




2. Revisao bibliografica

2.1. Cerveja

A cerveja é uma bebida carbonatada, obtida pela fermentacéo alcodlica do mosto de
malte de cevada com outros cereais malteados (ou ndo) e agua potavel, por acéo de levedura
cervejeira e pela adicao de lupulo. Qualquer variacdo nesses ingredientes e/ou processos gera

diferentes tipos de cerveja, tdo complexa e especial é a sua producdo (Tschope, 2001).

A planta de um processo de fabricacdo de cerveja é composta de trés setores bem
distintos: sala de brassagem ou fabricacdo do mosto, adegas de fermentacdo e maturagéo e

filtracdo da cerveja.

A sala de brassagem é constituida de diversas tinas ou panelas, que servem para
cozinhar o mosto. As adegas de fermentacdo sdo compostas pelos tanques de fermentagédo e
maturacao, tanques de armazenamento de fermento e estacdo de estabilizagdo da cerveja, que
compreende geralmente uma centrifuga de alta rotacdo. A filtragdo dessa bebida prevé filtro,
sistema de carbonatacdo da cerveja e tanques de pressdo de armazenamento da cerveja
filtrada. Toda essa estrutura esta representada na Figura 2.1, onde pode ser visualizado o

processo de fabricacao de cerveja.

Figura 2. 1 Planta do processo de fabricacdo de cerveja. Fonte: Antunes, 2003.

2.1.1. Matérias Primas

As matérias primas devem se enquadrar em critérios rigidos de qualidade, para

garantir um produto final dentro dos padrées exigidos pelo consumidor.
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A elaboracdo do mosto € o primeiro passo do processo de fabricacdo de cervejas,
utilizando-se, para tal, como matérias primas, a 4gua, o malte da cevada, adjuntos nao

malteados e lUpulo.

2.1.1.1 Agua cervejeira

A agua cervejeira € utilizada para o condicionamento (pré-umidificacdo) do malte,
preparando-o0 para a moagem completa, através de moinho de rolos ou moinho martelo,
preservando, porém, seus constituintes, principalmente os amidos e proteinas expostos para

acao das enzimas e conversao em agucar menores (glicose, maltose, maltotriose e dextrinas).

Tal tipo de agua é utilizado também na etapa de brassagem, principalmente na
diluicdo com as matérias primas sélidas, na lavagem do bagaco do malte, apos a filtracdo do
mosto primario, na trasfega de produtos em elaboracdo, na rinsagem final e na lavagem de

garrafas, barris e latas (Tschope, 2001).

As aguas naturais originam-se de diferentes formacbes geoldgicas e dificilmente
satisfazem aos requisitos necessarios para a agua de cervejaria, tornando-se necessario algum
tipo de tratamento. Dependendo da fonte de abastecimento, a 4gua deve ser submetida a um
tratamento completo (se originada de rios ou lagos) ou a um tratamento parcial (se originada
de pocos artesianos, fontes naturais, etc). Para atender as necessidades especificas da
producdo de mosto/cerveja, a agua cervejeira devera possuir as qualidades pertinentes a uma
agua potavel e ter uma concentracdo balanceada de sais minerais dissolvidos, basicamente

calcio, magnésio e carbonatos acidos (Banforth, 2003).

A seqguir, sdo apresentados, segundo Kunze (1999), os efeitos que alguns dos
principais ions presentes na agua cervejeira causam na levedura, por ocasido da etapa da

fermentacéo.

Ca™ = O calcio estimula 0 metabolismo da levedura.

Mg*™ = O magnésio é co-fator de diversas enzimas durante a fermentagao.

Na® = O sddio participa do metabolismo das células de levedura, na manutengio do
transporte do potéassio.

K" >0 potassio esta inteiramente ligado como fonte energética no crescimento da
levedura e na velocidade fermentativa.

Fe™ ou Fe™ = O ferro abaixo de 1,0 mg/I favorece uma fermentaco deficiente, por
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inibicdo enzimatica do metabolismo respiratorio da levedura. Acima de 1,0 mg/l, favorece a
degeneracdo da levedura e enfraguece a fermentacao apos algumas geracgoes.

Mn*™ - Quando em teores abaixo de 0,2 mg/l, tem sua importancia como co-fator
enzimatico para 0 metabolismo da levedura, estimulando a propagacéo celular.

Zn*"" >0 zinco, em quantidades acima de 0,15 mg/l no mosto final, além de contribuir
positivamente na propagacdo da levedura, atua como co-fator enziméatico de enzimas de
respiracdo, fermentagdo e sintese de acidos graxos. Em excesso, pode causar intoxicacdo da
levedura.

NO3z" - O nitrato, entre concentracGes de 50 a 100 mg/l, provoca uma inibicdo na
propagacdo de leveduras, dependendo do teor total de sais na agua. Elevadas concentragdes
dessa substancia contribuem para diminuir a atividade fermentativa. Durante a fermentagéo,
as enzimas "redutases" reduzem o nitrato para nitrito, sendo este Gltimo o mais prejudicial,
pois € veneno para a levedura, com reducdo da atividade fermentativa e reducdo do grau de

fermentacao.

2.1.1.2 Malte da Cevada

Segundo Banforth (2003), a cevada é a matéria prima principal para a fabricacdo da
cerveja. Varias razdes indicam a cevada como o melhor cereal a ser utilizado no
processamento de elaboragdo do malte e da cerveja, devido ao alto teor de amido que a cevada
possui. A permanéncia da parte externa da casca da cevada no grdo, ap6s a debulhagem
(extracdo dos graos ou sementes durante a colheita), forma uma camada filtrante no processo
de clarificacdo. E mais, a importancia de tal cereal nesse processamento deve-se também ao
fato de ele ter presente em sua composi¢do um teor de proteina numa proporcdo ideal em
relacdo ao amido e agentes importantes, como as enzimas, ou outros que se formardo durante

a malteacao.

Quanto ao tamanho dos grdos e consequentemente a quantidade de componentes
presentes nestes, as cevadas podem ser classificadas como de 2 fileiras, de 4 fileiras e de 6
fileiras (Figura 2.2). O numero contido na classificagdo mostra 0 nimero de grdos existentes
em uma mesma espiga. A forma primitiva da cevada ¢é a de seis fileiras. Porém, tal tipo de
cevada ndo é considerado o mais apropriado para a malteagdo, pois, por possuir muitos graos
na mesma espiga, nado se desenvolve. Através de cruzamentos, foi criada a cevada de duas
fileiras, que contem grdos maiores e mais densos (com mais material interno) (Banforth,
2003, Tschope, 2001).
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Figura 2. 2. Representacdo da cevada de (A) duas e (B) seis fileiras. Fonte: Tschope, 2001.

Estruturalmente um grdo de cevada divide-se em trés partes principais: germem ou
embrido, endosperma e casca ou envoltério, possuindo a seguinte distribuicdo: 55-65% de
amido, 10% de substancias ndo proteicas (carboidratos, hemicelulose e substancia gomosas)
9,5-11,5% de proteinas, 3,5-7,0% de celulose, 2,5-3,5% de substancias minerais e 2,0-3,0% de
substancias graxas, lipideos (Banforth, 2003).

O malte é resultante do processo artificial e controlado da germinacdo da cevada
cervejeira. O processo de malteacdo é dividido em trés etapas, quais sejam: maceracéao,
germinacdo e secagem. A qualidade do malte ¢é julgada pelas suas especificacfes e por seu

rendimento durante o processo de fabricacdo de cerveja (YYamauchi et al., 1995).

Na composicdo base seca do malte, a proteina possui elevada relevancia para o
metabolismo da levedura na fermentacdo da cerveja. A levedura necessita, para sua nutricao,
de subprodutos de decomposicdo da proteina de baixo peso molecular - os aminoacidos
(especialmente a valina). A caréncia de valina no meio ira obrigar a levedura a sintetiza-la e,
nessa rota metabolica, a levedura excreta, para 0 meio, uma maior concentracdo de
precursores do diacetil, elevando, assim, o pico de diacetil, na primeira fase de fermentacédo
(Brites et al., 2000). Proteina em excesso nunca é recomendado, razao pela qual, escolhem-se
tipos de cevada com baixo teor de proteina (valores de 9 a 11%), pois a maior parte das
proteinas do grdo da cevada ndo é solubilizada durante o processo na maltaria e na cervejaria
(Yamauchi et al., 1995).

2.1.1.3 Adjuntos ndo malteados

Adjuntos sdo todos os materiais ricos em carboidratos, com composicdo e
propriedades adequadas, para complementar de forma benéfica e rentavel a principal materia
prima empregada na elaboracdo de cervejas, o malte de cevada, mantendo um padréo de
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qualidade adequado. Sua utilizacdo esta baseada principalmente em aspectos econémicos
(Tschope, 2001).

No processo de elaboragéo de cervejas, podem ser empregados todos 0s cereais que
tém em sua composicao substancias ricas em amido. Quanto maior o percentual (%) de amido
que o grao de cereal possuir, maior serd a produtividade do processo de fabricagdo do mosto,
pois 0s cereais passam por um tratamento térmico na sala de brassagem, objetivando a
degradacdo do amido em agucares menores (glicose, maltose, maltotriose e dextrinas), para
posterior a¢do da levedura na fermentacdo da cerveja (Tschope, 2001).

Os adjuntos podem ser do tipo sélido, que geralmente necessitam de tratamento
(degradacdo do amido em acgucares menores, como glicose, maltose e maltotriose) na sala de
brassagem, ou do tipo liquido, que ndo necessitam de tratamento na referida sala, pois ja estdo
na forma de agUcares fementeciveis (maximo de 03 unidades de glicose), prontos para a a¢do
da levedura cervejeira. Os adjuntos sdo adicionados a0 mosto na etapa de fervura (etapa
final), com o objetivo de favorecer sua completa solubilizagdo. Podem-se citar os cereais
arroz, gritz de milho, cevada, sorgo, mandioca e aveia como exemplo dos principais tipos de
adjuntos solidos utilizados, e agUcar cristal, xarope de high maltose e extratos de cereais de

adjuntos liquidos (Figura 2.3).

Cadeias de Gritz, quirera de
() adjuntos arroz
Cereais E— S

Cadeias de
mostura

Adjuntos
Agiicar cristal

Xarope,extratos
e aclicares

r— Flakes

AT O e Alta maltose,
aropes 1 HFCS

Extrato de
cereais

Figura 2. 3 Tipos de adjuntos e seus locais de utilizag&o.

Os principais fatores determinantes da aceitabilidade de um adjunto cervejeiro que
possua elevada qualidade para a producdo de cerveja sdo 0S seus componentes quimicos,
como amido, proteinas, sais minerais e lipidios, com o objetivo de produzir um mosto que
tenha a composicdo desejada de carboidratos em solucéo para obtermos uma boa fermentagéo
(Briggs et al., 2000). Na Tabela 2.1, encontra-se a composi¢do quimica de adjuntos

cervejeiros.
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O arroz e o milho introduzem pouca ou nenhuma proteina solivel no mosto. Outros
adjuntos, porém, tais como o trigo e a cevada, ndo malteados, introduzem proteina soltvel no
mosto. Isso se torna aceitavel desde que essas proteinas ndo interfiram na estabilidade

coloidal da cerveja, mas favorecam os componentes nutrientes (Briggs et al., 2000).

Os constituintes minerais introduzidos no mosto podem igualmente ser importantes,

favorecendo a propagacéo e poder de fermentacéo da levedura.

Tabela 2. 1. Composic¢do quimica de diversos adjuntos (cereais) utilizados na fabricacdo de

cerveja. Fonte: Tschope, 2001.

Cereal Celulose  Amido  Lipidios Outros ndo Proteinas Cinzas
(Fibras) nitrogenados

Cevada 35a7,0% 55a65 2a3 10 95a115 25a35
Trigo 2,9 76 2 2,8 14,5 2,2

Centeio 2,4 74 2 5,8 13,5 2,4
Aveia 12,4 61 6,1 2,4 13,4 3,5
Milho 4,2 70 5,8 7,6 11,6 1,2
Sorgo 2,3 70,7 3 10,9 2,1
Arroz 2,3 81 0,5 9 0,4

O limite maximo do uso de adjuntos ficaria entdo determinado pela capacidade do
malte de cevada de prover nutrientes suficientes para a levedura, para a producgdo de alcool,
para a propagacdo dessa levedura e para a obtencdo do sabor desejado da cerveja. Se for
diminuido excessivamente o contetdo do malte de cevada, pode-se vir a ter uma insuficiéncia

de nitrogénio, o qual é nutriente da levedura.

Quanto maior a propor¢do de adjunto no mosto cervejeiro, mais escassa sera a
concentracdo de aminoacidos (valina e isoleucina, por exemplo) para a levedura, ocasionando
diversos problemas para a etapa de fermentacdo. Com a caréncia de aminoacido no meio, a
levedura ira sintetizar a valina e isoleucina, o que acarretara uma reducdo da propagacdo do
fermento e uma formacgédo excessiva de dicetonas vicinais. Durante a sintese pela levedura

destes aminoacidos, da-se a formagéo do diacetil e do 2,3 pentanodiona (Boulton et al., 2001).

A Figura 2.4 mostra a relacdo entre a percentagem de adjunto no mosto cervejeiro e a
formagéo de diacetil no processo de fermentagdo. Quanto maior a percentagem de adjunto,
maior a formacdo de diacetil. Esse efeito ocorre devido a escassez de proteinas de baixo peso
molecular (aminoacidos) no meio, obrigando a levedura a sintetizar seu proprio aminoacido e,

por consequéncia de suas rotas metabdlicas, excretar para o meio o diacetil.
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Figura 2. 4. Efeito do percentual (%) de adjunto adicionado ao mosto x Concentragédo de diacetil.
Fonte: Brites et al., 2000.

Quanto a sua importancia, os aminodcidos podem ser divididos em trés grupos:

desnecessarios (1), importantes (11) e imprescindiveis (1), de acordo com a Tabela 2.2.

Tabela 2. 2 Classes de aminoacidos e seus respectivos componentes. Fonte: (Stanbury,
Whitaker; Hall,1995).

Classe Aminoéacidos
I Acido Glutamico, Triptofomo Glutamina, Acido Aspartico, Asparagina,
Serina, Treonina,Prolina.
1 Valina, Isoleucina, Glicina, fenilalanina, Tirosina, Alanina.
I Lisina, Arginina, Leucina, Histidina.

2.1.1.4 Lapulo

O lupulo é uma planta do tipo trepadeira grande, que cresce até cerca de 8 metros e
produz talos anuais a partir de rizomas (cepas) perenes, ricas em carboidratos, que se

convertem em novas plantas com formacéo de talos e profundas raizes.

O sabor caracteristico do lUpulo dentro da cerveja é essencial para o impacto

organoléptico total da cerveja, a estabilidade do sabor e a retengdo da espuma (Briggs et al.,

2000).

Na Figura 2.5 (A), (B) e (C) sdo apresentadas, respectivamente, imagens de uma vista

superior de uma plantacéo de ltpulo, do corredor de uma plantagéo e da flor de lGpulo.
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Vista superior (A) Corredor de uma plantacao (B) Flor de ltpulo (C)

Figura 2. 5. Plantag&o de lupulo, corredor de uma plantacéo de Itpulo e a flor do lGpulo
respectivamente. Fonte: www.cervesia.com.br

O ldpulo, quando no momento de sua colheita, apresenta um teor de &gua de
aproximadamente 80% (Briggs et al., 2000), sendo inviavel o seu armazenamento imediato,
pois perderia sua qualidade muito rapidamente, além de estar susceptivel a contaminacéo

microbioldgica. Devido a isso, o ldpulo deve ser secado numa estufa especifica, com

temperatura em torno de 50 °C, reduzindo-se o seu teor de umidade para aproximadamente
10-12% (Briggs et al., 2000).

Apdbs a secagem, estocam-se 0s cachos de cones por um curto tempo, antes do inicio
do processo de beneficiamento, quando serd armazenado na forma de extrato de lapulo ou
peletizado (p6 de lGpulo prensado), por roletes especiais, através de uma matriz perfurada. O
produto obtido é embalado em saco aluminizado, em atmosfera de nitrogénio, N2 ou gas

carbonico, CO2.

O lupulo tem como funcdo principal, no processo de fabricacdo da cerveja, inserir
caracteristicas de aroma e amargor, oriundas dos 6leos essenciais e das substancias amargas

respectivamente (Kunze, 1999).

Essa planta possui como principais componentes 0s 0leos essenciais, as substancias
tanicas e as substancias amargas, que, juntos, representam aproximadamente 35%. O restante
dos componentes sdo: proteinas, celulose, substancias minerais, etc, sendo que, para o
processo cervejeiro, essas substancias ndo tém grande importancia, com excecao da proteina,
que tem influéncia sobre as caracteristicas da espuma da cerveja (Tschope, 2001). Na Tabela

2.3, encontra-se a composi¢do quimica do lupulo.
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Tabela 2. 3. Composicao quimica do lupulo e os respectivos percentuais de cada componente.
Fonte: Kunze,1999.

Composicao Percentual

Teor de umidade 102 12%
Resinas totais / substancias amargas 12 a 22%
Oleos essenciais 0,5a 2%

Lipidios e ceras 3%

Proteinas 13a18%
Substancias amargas / Polifenois 4 al4%
Carbohidratos / Agucares 2a 4%
Aminoacidos 0,1a0,2

Celulose 10a17%
Substancias minerais 7a10%

2.2. Processo de fabricacdo de cerveja

Este tdpico tem por objetivo apresentar e descrever todas as etapas do processo de

fabricacdo de cerveja.

2.2.1 Elaboracédo do mosto (sala de brassagem)

A elaboracdo do mosto é a primeira etapa do processo de fabricacdo de cerveja e se
divide nas etapas de cozimento do adjunto, mosturacao, filtracdo do mosto, cozimento e

resfriamento do mosto.

2.2.1.1 Cozimento do adjunto

O cozimento do adjunto é a primeira etapa na elaboracdo do mosto. Possui
importancia na acdo fisica de solubilizacdo (fervura) do amido de milho/arroz para posterior

degradacdo enzimatica.

O adjunto sélido (adjunto ndo malteado) ndo é submetido a nenhum processo de
malteacdo para solubilizacdo, dissolucdo e producdo de enzimas. Por isso, para que se proceda
a utilizacdo de adjunto solido, devem-se observar algumas particularidades, visando a um
maior rendimento na dissolucdo do amido em aclcares de cadeia menor (dextrinas e

maltotriose).

Como o amido do arroz ou milho € de dificil desintegracéo, ha a necessidade de uma
intensa fervura, para submeter a massa de amido a uma acdo fisica. Essa fervura poderé ser

procedida com ou sem contra pressdo, com uma duracdo de 20 a 40 minutos (Banforth, 2003).
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Usualmente ndo se ultrapassa 35% da quantidade total de adjunto solido, visto que
uma quantidade excessiva desse tipo de adjunto dilui a quantidade de aminoacidos (oriundos
exclusivamente do malte) presentes no mosto, podendo levar a escassez de nutrientes para a
levedura, uma vez que os aminodacidos participam ativamente da rota metabdlica da formagéo
do diacetil na primeira fase de fermentacdo (Stanbury; Whitaker; Hall,1995). Vale ressaltar,
entdo, que a contribuicdo do adjunto solido ao mosto € basicamente para a formacdo de

acucares.

2.2.1.2 Mostura

O objetivo da mostura é fundamentalmente decompor o amido em acucares
fermentesciveis (glicose, maltose e maltotriose) e ndo-fermentesciveis (dextrinas), e realizar a
degradacdo de proteinas em cadeias menores, proteinas de alto e médio peso molecular,
importantes para a formacdo da espuma e de aminodcidos decisivos para a levedura
cervejeira, inclusive para a formacdo ou consumo das dicetonas totais pela propria levedura
(Kunze, 1999)

O amido é um carboidrato de formula geral (C¢ Hio Os),, constituido de moléculas de
glicose, Cg Hip Og. Ndo € uma substancia homogénea, mas constituida de duas substancias,
amilose e amilopectina, que se diferenciam na maneira pela qual as moléculas de glicose se
unem umas as outras. A amilose possui uma estrutura com cerca de 60 unidades a 2 mil
moléculas de glicose, com ligacdes ou combinagdes nas posicdes 1 e 4, formando cadeias sem
ramificacOes, e a amilopectina é caracterizada por uma estrutura em cadeia ramificada

(arbustiforme), com cerca de 6 unidades a 37 mil moléculas de glicose (Kunze, 1999).

Apos a execucao da mistura da moagem com a agua, portanto apos iniciada a mostura,

desenvolvem-se trés fases:
2.2.1.2.1 Entumescimento ou inchagdo

Essa fase caracteriza-se por armazenar agua no interior dos grdos de amido, fazendo-

0s aumentar de tamanho, o que conduz a um rompimento na substancia do envoltorio.
2.2.1.2.2 Gelatina ou gomagem

Nessa fase, os fragmentos de amido transformam-se numa massa leitosa e pastosa

(viscosa), chamada "goma"
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2.2.1.2.3 Sacarificacao (liquefacéo)

Em tal fase, processa-se a sacarificacdo do amido gelatinizado pela acéo das amilases

(acdo enzimatica).

2.2.1.3 Filtracdo do mosto

A filtracdo do mosto também é conhecida como a etapa de clarificacdo do mosto. A
fungéo primordial do processo de clarificagdo consiste na separagdo das substancias tornadas
soliveis na operacdo de mosturacdo daquelas remanescentes insollveis. Tal separacdo
subdivide-se em duas fases: 12 fase: Obtencdo do mosto primario. 22 fase: Retirada do extrato

residual no bagaco de malte, com utilizacdo de agua secundaria de lavagem.

Na Tabela 2.4, sdo apresentados 0s objetivos a serem alcangados durante o processo
de clarificacdo, bem como algumas razdes que justificam sua importancia na producgédo da

cerveja.

Tabela 2. 4. Objetivos desejados durante um processo de clarificacdo de cerveja.

Objetivos Justificativas

Permitir sequéncias de brassagem mais rapidas ou curtas. Capacidade da Sala de Brassagem.
Duracéo: Abaixo de 3 horas.

Obtencéo total em extrato. Custos de producéo.

Mostos clarificados. Estabilidade no paladar e perdas de
substancias amargas.

Curta duracéo do contato da agua com o bagaco. Cores mais claras.

Pequena absor¢do de oxigénio. Pureza do paladar.

2.2.1.4 Cozimento do mosto

O cozimento do mosto é a ultima etapa dentro de sua fabricacdo. O mosto que foi
filtrado na etapa anterior é submetido a uma fervura por um tempo determinado, visando
atingir os seguintes objetivos: evaporacdo da &gua excedente, coagulacdo das proteinas,
transferéncia dos componentes amargos do lUpulo para o mosto, esterilizagdo do mosto,
inativacdo das enzimas e eliminacdo de substancias volateis prejudiciais a cerveja (Tschope,
2001).
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Outro fato importante para se ressaltar € que o processo de fervura estabiliza 0 mosto e
a futura cerveja em quatro aspectos, quais sejam: o bioldgico, pois a fervura esteriliza o
mosto; o bioquimico, pois a fervura destréi as enzimas remanescentes da etapa de
mosturacdo; o coloidal, pois na fervura ocorre a precipitacdo de material proteico; e o
sensorial (aroma e paladar), devido ser na fervura que ocorre a volatilizacdo de compostos
indesejaveis quanto ao aroma e devido ser ai que sdo adicionados 0s componentes ativos dos

lupulos (Briggs et al., 2000).

A fervura é normalmente realizada "aberta", isto é, a pressdo ambiente, em caldeira de
aco inox, equipada com serpentinas e camisas de aquecimento. Existem caldeiras que operam
com aparelhos de coccdo externos, instalados a seu lado. Esses aparelhos sdo sistemas de
aquecimento, tubulares ou por placas. Nesse tipo de operacdo, o volume total da caldeira

circula através do sistema vérias vezes por hora.

2.2.1.5 Resfriamento do mosto

Encerrada a fervura do mosto, o liquido estd pronto para ser enviado a fermentacao.
Para iniciar esse processo, fazem-se necessarios a dosagem da levedura e evidentemente o
resfriamento do mosto, pois a levedura morre a uma temperatura de cerca de 40°C. A
temperatura final do resfriamento depende do tipo de cerveja a se produzir, embora, em geral,
resfrie-se 0 mosto de 100°C para 10°C. Nesse momento, apos ser-lhe adicionado levedura,

envia-se-o para o tanque fermentador.

Por a levedura necessitar de oxigénio para que possa se multiplicar, o0 mosto tem de ser
convenientemente aerado (Stwart & Russel, 2005). Por outro lado, 0 mosto quente apresenta
em suspensdo todo o material proteico que precipitou durante a fervura e que deve ser
eliminado. Assim, para assegurar as condi¢des microbioldgicas do processo, torna-se

necessario cumprir as seguintes etapas operacionais:
2.2.1.5.1 Trasfega do mosto pronto

O bombeamento do mosto fervente da caldeira de fervura para um recipiente
intermediario, whirlpool, por exemplo, denomina-se “trasfega do mosto pronto”. Essa

operacdo nao devera ter uma duragdo maior do que 20 minutos.
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2.2.1.5.2 Remocéo do trub quente

O trub quente é constituido de substancias que se precipitaram durante a fervura do
mosto e se impregnaram de componentes amargos. A quantidade e a composi¢do do trub
quente sdo, em primeira instancia, dependentes da variedade da cevada, da malteacdo e das

etapas operacionais da elaboracao do mosto.
2.2.1.5.3 Resfriamento do mosto

Apos a eliminacdo ou remogdo do trub quente, o mosto resfriado apresenta uma
temperatura de inicio de fermentacdo, dependente do tipo de cerveja, mas girando

aproximadamente nos 10 °C.
2.2.1.54 Aeracdo

O ar (oxigénio) é dosado no mosto, logo apds o resfriador de placas, porque a levedura
necessita de O, para sua propaga¢do. Sao necessarios cerca de 6 a 8 mg O,/I. A quantidade de
ar a ser dosada é de 3 a 10 I/hl de mosto, dependendo das instala¢des (tubulacdo, distancias,
etc) (Stwart & Russel, 2005).

2.2.1.55 Remocéao do trub frio

Trub frio é aquele que se precipita a uma temperatura abaixo de 80°C e se diferencia,
consideravelmente, do trub quente, por sua origem (Brites et al., 2000). Enquanto este se
forma pela precipitacdo das proteinas coaguladas durante a fervura do mosto, o trub frio
origina-se de um abaixamento da temperatura do mosto e de uma reagdo entre os polifendis e

os produtos de decomposicdo das proteinas de alto peso molecular ainda existentes.

2.2.2. Fermentacédo da cerveja

E o processo de transformacao de aglcares em &lcoois, CO,, 4cidos organicos,
cetonas, ésteres e calor, através da acdo de leveduras. Ao lado da fabricacdo do mosto, a

fermentacdo é uma das fases que influencia de maneira direta na qualidade da cerveja.

2.2.2.1 Levedura

A levedura é o Unico organismo vivo que consegue alternar entre a respiracdo e
fermentagdo. Apesar da presenca de oxigénio, a levedura ird sempre tomar o caminho da

fermentacao para consumir a glicose (Stwart & Russel, 2005).
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A levedura é um microrganismo unicelular (Figura 2.6) responsavel, na cervejaria,
pela fermentacdo alcoolica, que obtém a sua energia na presenca de oxigénio (aerdbio)
durante a fase de respiracdo e, na auséncia de oxigénio (anaerdbio), durante a fase de

fermentacao.

Figura 2. 6. Imagem de células de levedura do tipo Saccharomyces cerevisae, utilizadas no processo
de fermentacéo da cerveja. Fonte: Brites et al., 2000.

A levedura possui duas formas de obtencdo de energia, pela rota respiratdria ou pela
rota fermentativa/anaerdbia (Stwart & Russel, 2005):

A rota respiratoria acontece quando em presenca de O, no meio. Nesta rota predomina
em relacdo a rota fermentativa, ja que o processo de obtencdo de energia via respiracao é mais
facil que via fermentacdo. A fase respiratoria ocorre nas primeiras horas de fermentacdo,
sendo caracterizada pela intensa multiplicacdo celular, formacdo de membrana, pouca

formacéo de espuma e reduzida queda de substrato.

A rota fermentativa inicia-se a medida que o oxigénio € consumido na respiracdo. A
levedura busca uma rota alternativa para obter energia, qual seja, a respiracdo. A rota
fermentativa ou fase anaer6bia de fermentacdo é caracterizada pela intensa queda de
substrato, liberacdo de calor e formacéao de espuma.

A ordem de utilizacdo desses agUcares pela levedura obedece a seguinte sequéncia,
tanto pela levedura de alta como de baixa fermentagdo: glicose > frutose > maltose >

maltotriose (Bergen, 2006).

A fermentacdo da maltose s6 ocorre quando o teor de glicose esta em niveis bem
baixos. Concentracfes elevadas de acucar podem prejudicar a levedura em decorréncia da
elevada pressdo osmética, bem como provocar fenbmenos de repressdo catabolica, que podem
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influenciar na geracdo de novas leveduras e interferir no perfil de formacéo/geracdo de
subprodutos (Bergen, 2006).

2.2.2.2 Efeito da Acidificacdo da levedura/fermento

Desde meados de 1870, sabe-se que o tratamento de culturas de leveduras, com
bitartarato de potassio e etanol, permite eliminar a presenca de bactérias, que, de uma forma
geral, preferem meio alcalino para seu desenvolvimento. Hoje, o tratamento de leveduras por
solugdes &cidas ainda é utilizado em virtude de sua eficiéncia, embora também, possam ser

utilizadas solucdes de persulfato de amonia e acido fosférico (Swindell et al., 1996).

O tratamento com solucgdes &cidas € eficiente, porque, durante a lavagem com esse
tipo de solucdo, as leveduras permanecem numa solucdo agressiva, com pequena
disponibilidade de nutrientes: carbono e nitrogénio. Devido ao seu tamanho, as leveduras
conseguem acumular, durante o processo fermentativo, uma maior quantidade de reservas, na
forma de glicogénio, sendo essa reserva mobilizada, durante a lavagem, para sua
sobrevivéncia (Patino; Edelen; Miller, 1993). Como as bactérias acumulam uma quantidade
muito menor de reserva, estas tendem a morrer durante o tratamento, enquanto as leveduras

permanecem ativas.

A lavagem por uma solucdo acida, entdo, permite a eliminacdo de bactérias que
possam estar contaminando uma cultura de leveduras. Esse tipo de lavagem, porém, apresenta
um significativo efeito na aparéncia do fermento pastoso, que comumente é marcado pela
reducdo da viscosidade. Isto esta correlacionado a defloculacdo do fermento (Patino; Edelen;
Miller, 1993). E esperada, entdo, uma melhora da performance de fermentac&o, aumentando-
se a velocidade de reabsorcdo das dicetonas contidas no meio, reduzindo-se o tempo total de
fermentacdo e buscando-se conter menores teores de acetaldeidos.

Nos processos convencionais de fermentacdo com levedura sem lavagem &cida, tem-se
a existéncia de duas fases de fermentacdo, com temperaturas distintas de 10 e 15 °C
respectivamente (Kunze, 1999). Na primeira fase de fermentacédo, € onde a levedura excreta
para 0 meio o diacetil, reabsorvendo-o na segunda fase. Por qualquer falha de temperatura
nessa fase, a curva de reducdo de substrato fermentecivel pela levedura ficara mais agressiva,
levando parte das células a decantar e reduzir drasticamente a populacdo de levedura em
suspensdo na segunda fase de fermentacéo, que € o0 momento em que a levedura ird reabsorver

o diacetil do meio até limiares abaixo de 0,10 ppm (Mogel & Todaro, 1997).
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2.2.2.1 Efeito do aumento da concentracéo de fermento e da temperatura

O metabolismo da levedura pode ser tanto aerébio quanto anaerdbio. No caso de
aerobio, necessita-se de oxigénio e os produtos finais sdo gas carbdnico e dgua. Este processo
¢ chamado de “respiragao”. O processo respiratorio apresenta elevado rendimento energético -
cerca de dezoito vezes maior que a fermentacdo alcoolica, 0 que determina que uma levedura
que consuma glicose por via respiratoria obterd muito mais energia em relacdo a outra que a
esteja consumindo por via fermentativa.

Quando a levedura utiliza a respiracdo, ela obtém alta concentracdo de energia e a
energia liberada é utilizada na formacdo de produtos celulares. A célula entdo cresce até
atingir um tamanho 6timo e, entdo, se reproduz (Figura 2.7). Por este motivo € que se aera 0
tanque logo no inicio da fermentacédo, ou seja, maior producdo de leveduras e aceleracdo do
processo fermentativo. Porém, toda vez que a levedura se reproduz, ha liberacdo para o meio
de precursores de dicetonas, contribuindo assim para um maior pico de dicetonas na primeira
fase de fermentagéo, o que dificulta a sua curva de reducdo na segunda fase desse processo
(Stanbury; Whitaker; Hall, 1995).

Figura 2. 7. Representacdo esquematica da multiplicacdo celular através de um processo chamado
“gemulagdo” ou “brotamento”. Fonte: Kunze, 1999.

O processo de multiplicacdo celular pode ser explicado pelas seguintes etapas:
1 - Célula mae adulta inicia o processo de formacdo do gémula ou broto;
2 - Sintese de material genético, DNA para a célula filha;
3 e 4 — Divisdo do nucleo e crescimento da célula filha com mesma caracteristica genética da
célula mae;
5 — Inicio da divis&o das celulas mée e filha;

6 — Célula filha atinge fase adulta.

O tempo total de duplicagcdo dura em torno de 3 horas. Ao longo do ciclo de vida, uma

21
Claudio Dantas de Medeiros — Setembro/2010



célula mée produz cerca de 20 a 30 células filhas (Kunze, 1999).

O efeito da temperatura sobre 0 metabolismo da levedura € intenso, pois, quanto maior
a temperatura, mais elevado estara o metabolismo e, consequentemente, mais intensamente a

levedura estard formando dicetonas na primeira fase de fermentag&o.

A fermentacdo cervejeira se divide em duas fases (Figura 2.8). Na fase aerobica, a
multiplicacdo celular e formacéo das dicetonas vicinais. J& na fase anaerobica, ha reducéo das

dicetonas vicinais produzidas na primeira fase pela acéo da propria levedura (Kunze, 1999).

LOG {crescimento celular)

C D

Tempo

Fase Aerdbica Fase Anaerdbica

Figura gira.

2.2.2.1 Fermentacéao

A fermentacdo é a principal etapa dentro do processo de producdo de cerveja. E
durante essa etapa que ocorre a transformacdo do mosto (concentrado de acucares
provenientes do malte e dos adjuntos) em cerveja. Nessa etapa, forma-se também a maioria

dos compostos responsaveis pelo aroma e paladar da cerveja (Brites et al., 2000).

Equacdo Quimica :
CsH1206 (glicose) -> C,Hs0OH (etanol) + CO, + CALOR + subprodutos

A fermentacdo de uma cerveja cumpre varias etapas, em que se dao distintas reacdes,
dentre as quais destacam-se:

2.2.2.1.1 Recebimento do Mosto Aerado

O mosto é um liquido extremamente rico em nutrientes. Entre estes destacam-se os
agucares, os lipideos, as proteinas/aminoacidos, bem como 0s sais minerais, 0s metais, etc. Os
acucares dos mais variados tipos sdo os principais nutrientes do mosto, pois séo eles que dao

origem ao alcool e ao gas carbénico (CO,).

As proteinas tém grande influéncia no paladar e na espuma da cerveja (Kunze, 1999).
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Os aminoacidos e lipideos sdo fundamentais na multiplicacdo celular, pois constituem a
membrana celular. Entre os aminoacidos, a valina tem papel fundamental na formacdo do
diacetil (Brites et al., 2000).

Quanto aos sais minerais, pode-se, dentre eles, destacar o célcio, que, assim como
outros sais, tem influéncia no paladar e uma participacdo fundamental no processo de
floculacdo do fermento. O zinco que também estd presente em baixissimas quantidades

(micronutriente) tem forte influéncia na multiplicacéo celular (Brites et al., 2000).

Os metais normalmente funcionam como catalisadores (facilitadores) de algumas
reacOes. O excesso ou a baixa quantidade de qualquer um desses nutrientes no mosto pode
interferir em todas as reacdes, impactando o paladar e o0 aroma da cerveja. A aeracdo do mosto

e do fermento é de extrema importancia no bom andamento de uma fermentagéo.

E importante observar as condi¢des das juntas e da vela sinterizada, antes de se iniciar
a aeracdo do mosto, bem como a pressdo de ar, para que esteja constante em 3 kgf/cm?, a fim
de assegurar uma homogeneidade durante todo o processo. Além da necessidade de se
realizarem as medi¢des de teor de oxigénio, é fundamental que se observe visualmente como
estd a aeracdo. Deve-se evitar um tempo muito prolongado entre o primeiro e o Gltimo
cozimentos adicionados. O mosto frio antes da adicdo do fermento é o meio ideal para
bactérias e leveduras selvagens. Portanto, nessa etapa € fundamental que a assepsia seja feita

com extremo rigor.

2.2.2.1.2 Dosagem do Fermento

A dosagem de fermento varia de acordo com o tipo de cerveja que se quer e também
com a concentragdo do mosto, ou seja, quanto mais concentrado for o extrato deste, maior

devera ser a dosagem do fermento.

Nas cervejas pilsen, a dosagem de fermento gira em torno de 10 a 40 milhdes de
células por ml de mosto (Vogel & Todaro, 1997). Ao longo da fermentacdo, a populagéo de

células de fermento chega a quintuplicar (5x maior).

A aeracdo do fermento tem como funcéo preparar esse ingrediente para a fermentacéo,
ou seja, a celula sai da inércia em que ela estava na tina de fermento gelada para iniciar as

reacoes.
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2.2.2.1.3 Retirada do Trub Frio

O trub frio é formado de pequenas particulas que se tornam insollveis somente a
temperaturas abaixo de 70° C. E formado principalmente por particulas de proteina,
polifendis, lipidios, resinas de lupulo e metais (Brites et al., 2000). Esse trub frio se forma
imediatamente apds o resfriamento. Para a sua retirada, deve-se aguardar apenas o tempo

necessario para sua decantacdo (em torno de 10 h).

2.2.2.1.4 Inicio da Fermentacdo (Multiplicacao Celular)

Ocorre a fase de adaptacdo do fermento. Nas primeiras 12 a 18 horas, o fermento
apenas se duplica, 0 CO, estd no inicio de sua formacdo e nessa fase ndo se tem ainda a
formagéo de espuma (Vogel & Todaro, 1997).

Em 24 horas, a temperatura aumenta ainda devagar (cerca de 0,5 a 1 °C), a atenuagéo
do extrato é de apenas 0,4 a 0,8 % e o pH cai em torno de 0,25 a 0,30 décimos (Vogel &
Todaro, 1997).

2.2.2.1.5 Kraiisen Baixo (Formag&o de Alcool e Gas Carbonico)

Nessa fase, a fermentacdo é intensificada, havendo uma pequena formacéo de espuma
e uma maior formacdo de CO,. Em tal fase, que dura cerca de 2 dias, ocorre a precipitacdo das

resinas de lupulo e componentes do trub (proteinas) e o fermento triplica (fase aerébia).

Quanto a atenuacdo do extrato, esta se da, na referida fase, em 24 horas, sendo de 0,8 a
1,0 °P. A temperatura, por sua vez, aumenta na faixa de 1,5 a 2,0 °C e o pH cai em torno de
0,6 a 0,8 décimos (Stanbury; Whitaker; Hall, 1995).

2.2.2.1.6 Krausen Alto (Formacéao e Reducgéo do Diacetil)

O processo de fermentacdo, nessa etapa, tem inicio no 3° e 4° dias e dura cerca de 3
dias, dependendo das temperaturas. E quando a fermentacdo é mais intensa, a atenuagio do
extrato em 24 horas é de 1 a 2 %, a temperatura aumenta em 3 a 5 °C no maximo, o pH atinge
seu limite em torno de 4,0 a 4,4, 0 CO, estd em sua formacdo maxima e o krausen (camada de

espuma) atinge alturas de até 30 cm e toma coloracdo marrom(Vesely et al., 2004).

Nessa fase também ocorre, com a méxima intensidade, a precipitacdo das particulas
insolUveis - como ligacBes de taninos e proteinas -, além das resinas de Iupulo (Stanbury;

Whitaker; Hall, 1995).
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2.2.2.1.7 Coleta do Fermento

A camada de espuma comega a cair, formando uma pelicula espessa, que nao deve ser
rompida. A atenuacdo do extrato em 24 horas € de 0,2 a 0,3 % e o pH permanece inalterado
(Emest et al., 1980). A Figura 2.9 mostra a relacdo entre o consumo de substrato pela
levedura, com o intervalo de tempo, explicitando as etapas que estdo ocorrendo em cada

momento da fermentagéo.

14, Baixa kriusen
121
Alta KR usen - Consumo dos Dissacaridens
10
P
8
64
4] indl da fementagda- Consano dos Trissacarideos
2 Maturagdo |
oA ———

12 36 60 84 108 132 15 180 24 228 252 276 300

Horas
Figura 2. 9. Consumo de substrato pela levedura em funcdo do tempo. Fonte: Brites et al., 2000.

Conforme Yamauchi et al, (1995), a temperatura é um dos itens mais importantes a ser
controlado durante o manejo de uma fermentacdo de cerveja. Tal controle se processa em 3
momentos distintos, que sdo enchimento do tanque fermentador, primeira fase de fermentacéo

e segunda fase de fermentacgéo

Durante o enchimento do tanque fermentador o controle se da durante o enchimento e
ao final deste. Nessa etapa, trabalha-se com temperatura mais baixa, visando a nao acelerar o

metabolismo da levedura e, com isso, ndo aumentar a concentracao de dicetonas no meio.

Na primeira fase de fermentacdo, no inicio, a temperatura é mais fria, a fim de se
garantir uma maior solubilidade de O, na cerveja (uma vez que, durante o resfriamento, o
mosto esta sendo aerado), evitar espumamento no tanque fermentador e uma pequena reducdo
no metabolismo da levedura e segurar a formacdo de dicetonas, tendo um menor pico de

concentracédo de dicetonas no meio .

Ja na segunda fase de fermentacdo, a temperatura deve ser mais quente, com a
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finalidade de transformar os precursores em diacetil e pentanodiona e acelerar a
reducao/reabsorcdo do diacetil e pentanodiona, para posterior transformacéo em acetoina e 2,3
butanodiol e reducdo do substrato contido no meio, transformando-os em CO,, alcool e sub

produtos.

A Figura 2.10 ilustra uma curva tradicional de fermentacdo de cerveja, contendo a
curva de temperatura, consumo de substrato pela levedura e formacéo e reducédo das dicetonas

vicinais.

Curvas de Extrato e Temperatura na fermentagao

——Termperatursy
Extrato
Diacetil L ng

T(°C)/ Extrato (°P)
=R

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Termpo (h)

Figura 2. 10. Curvas de temperatura, consumo de substrato e formagao e reducéo das Dicetonas
Vicinais. Fonte: Vogel & Todaro,1997.

2.2.3. Maturagao

A maturacdo também é conhecida como fermentacdo secundaria ou etapa de
clarificacio da cerveja. E durante esse processo que se depositam as substancias formadoras
de turvacdo, como células de levedura ndo retiradas no tanque de fermentacdo e/ou na
centrifuga, subprodutos de decomposicdo de proteinas, polifendis / taninos, trub entre outros
(Speers, 1999a).

A clarificagéo da cerveja depende de alguns fatores: tamanho, tipo e quantidade das
substancias formadoras de turvacdo (proteinas e polifendis); temperatura de maturacdo -
quanto mais baixa melhor a clarificacdo (-2 a 0°C), pois favorece a decantacdo das substancias
formadoras de turvacdo; tempo de maturacdo - quanto maior for esse tempo, melhor sera a
clarificacdo (min. 3 dias) da cerveja; relacdo altura/didmetro do tanque, ou area de clarificacéo

quanto mais baixo e mais largo o tanque, melhor a clarificagcdo (Speers, 1999a).
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2.2.4. Filtracdo da cerveja

Ap0s o término da operacgdo de "maturacao”, as substancias em suspensédo, que foram
formadas durante as etapas anteriores do processamento da cerveja, estardo amplamente

sedimentadas.

O remanescente (em suspensédo) causador de turvacdo devera ser eliminado durante a
filtracdo da cerveja, visando a garantir o padrdo de qualidade. A cerveja é classificada,
basicamente, pelos seguintes fatores: cor agradavel, equivalente ao tipo e qualidade da
cerveja; paladar puro, uniforme e refinado; aspecto limpido no copo; apresentacdo de alto
brilho e durabilidade longa (Speers,1999.b).

2.2.5. Envasamento da cerveja

O envasamento da cerveja consiste de um complexo de maquinas e equipamentos que
serdo responsaveis pelo acondicionamento do produto em determinada embalagem,
garantindo o minimo teor de oxigénio (O,) possivel, no produto envasado, evitando, assim,

perda de gas carbbnico (CO;) e contaminagdo microbioldgica do produto durante o envase.

O contato do oxigénio (O2) com o produto da inicio ao processo de oxidacdo com as
seguintes consequéncias para o produto: alteracGes no paladar. turvagdes nitidas; modificacao

da coloracdo e condicdes favoraveis ao crescimento de microorganismos (Galatto, 2008).

O CO,, proveniente da fase de maturacdo da cerveja, deverd ser mantido durante o
processo de envasamento, pois representa a conservacdo da espuma e do paladar. O poder de
retencdo do gas é tanto maior quanto mais baixa for a temperatura (Galatto, 2008).

A cerveja, assim como os refrigerantes, constitui um meio nutritivo favoravel ao
crescimento de microrganismo, 0 que € extremamente prejudicial para a qualidade do

produto, contribuindo para a deteriorizacdo do paladar.
2.3. Diacetil

O termo “dicetonas vicinais” engloba a soma das dicetonas 2,3-butanodiona (diacetil)
e 2,3-pentanodiona. O diacetil e a pentanodiona, presentes nos produtos secundarios do
metabolismo fermentativo da levedura cervejeira, formam-se através da oxidacdo das

moléculas de 2-acetolactato e 2-acetohidroxibutirato, respectivamente (Kunze, 1999).
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Na cerveja, em funcdo do pH, tempo e temperatura, o 2-acetolactato é oxidado a
diacetil. O diacetil formado é novamente assimilado pela levedura e reduzido para acetoina e
2,3-butanodiol.

A reacdo de oxidacdo do 2-acetolactato para diacetil deve ocorrer antes da perda do
poder de reducdo deste pelo fermento, caso contrario, o 2-acetolactato presente na cerveja
filtrada reagira com o oxigénio absorvido durante a filtracdo e o engarrafamento, vindo a
formar diacetil que ndo serd mais reduzido face a auséncia de fermento. Além disto, as
dicetonas vicinais podem aparecer como produtos do metabolismo de certas bactérias

prejudiciais a cerveja, notadamente “Pediococcus damnosus” (Yamauchi et al., 1995).

O diacetil possui um limite de perceptibilidade relativamente baixo (0,10 mg/L), mas
apresenta influéncia fortemente negativa sobre o aroma da cerveja. Ele é também um dos
principais parametros para designar o estagio de maturacdo da cerveja. A pentanodiona
apresenta limite de perceptibilidade bem elevado (0,60 - 0,90 mg/L), ndo influenciando,

assim, tdo negativamente o aroma da cerveja quanto o diacetil (Vogel & Todaro, 1997).

A determinacdo do acetolactato durante o processo de maturacdo nos da indicacdo da
quantidade de diacetil que a cerveja podera apresentar depois de pronta. Também, através da
dosagem de 2-acetolactato, pode-se verificar se o processo fermentativo foi completo e prever

quanto de diacetil estara presente apds o seu envelhecimento.

As dicetonas sdo formadas durante o processo de fermentacdo e sua formacgdo esta
relacionada ao consumo de aminoacidos pela levedura. Em condi¢des normais, a curva da
concentracdo de dicetonas na cerveja tem forma de parabola com cavidade voltada para baixo,
ou seja, atinge-se um ponto de concentragdo maxima desses subprodutos na cerveja, depois,

seu nivel decresce, fruto de sua reabsorcao pela levedura.

A producdo e redugdo das dicetonas vicinais sdo as principais causas de tempos
elevados na etapa de fermentacdo e consequente aumento no tempo total do processo, uma
vez que ndo se pode passar 0 produto para a etapa seguinte sem a completa reducdo das
dicetonas, devido esse subproduto da fermentagdo ser considerado critico, pois, conforme
citado anteriormente, possui baixo limiar de percepcgéo e prejudica a qualidade sensorial da
cerveja (Brites et al., 2000).

Durante a primeira fase de fermentacdo do mosto cervejeiro, a levedura excreta para o
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meio precursores do diacetil, como, por exemplo, o alfa-acetolactato. Esse processo
bioquimico ocorre durante as vias de formacao da valina e da isoleucina, que sdo aminoacidos
fundamentais para o metabolismo da levedura. Na segunda fase de fermentacéo, esse diacetil
formado é reabsorvido pelas células ativas da levedura e sintetizado por ela propria em
acetoina e 2,3 butanodiol, que ndo interferem no sabor da cerveja, durante as etapas

subsequentes (Boulton et al., 2001). Tal processo esta representado pelas Figuras 2.11 e 2.12.

Mo
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Figura 2. 11. Representacdo do metabolimo da levedura cervejeira e 0s principais compostos quimicos
formados e consumidos na rota metabodlica das Dicetonas Vicinais. Fonte: Vogel & Tadaro (1997).

A Figura 2.12 mostra em esquema a célula de fermento em meio de mosto cervejeiro,
esquematizando os principais produtos envolvidos na rota metabdlica de formacéao e reducao

das

cilala de foenmento
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!
|

diacetil

l

acetoina

o -acefolactato
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dicetonas vicinais.

Figura 2. 12. Principais compostos quimicos envolvidos na formacao e reducdo das Dicetonas Vicinais
atraveés de uma célula de levedura. Fonte: Brites et al. (2000).

A Figura 2.13 evidencia 0s componentes quimicos envolvidos na sintese do
aminoacido valina pela levedura cervejeira e sua consequente formacéo/eliminacdo para o
meio do diacetil, bem como sua posterior reabsorcdo pela propria levedura e conversdo a

alcool (2,3-butanodiol).

glucose

piruvato

-Co2

alfa-acetolactato diacetil

alfa,beta-dihidroxi-isovalerato

alfa-ceto-isovalerato

|

valina

|

acetoina

2,3-butanodiol

célula da levedura cerveja

Figura 2. 13. Sintese do aminoéacido valina pela célula de levedura e sua consequente formacao e
reducéo do diacetil. Fonte: Stwart & Russel (2005).

A formacdo de valores altos de diacetil no produto acabado pode ser atribuida a alguns
fatores como: abertura precoce do frio nos tanques de fermentacdo, deficiéncia de nutrientes
para levedura ou curto periodo de tempo durante a maturacdo (Pickerelli; Hwang; Axcell,
1991). Outra hip6tese seria a contaminacgdo por pediococcus e lactobacillus, embora outros
organismos possam estar envolvidos (Swindell et al., 1996). O objetivo é manter sua
concentracdo abaixo do nivel que se possa sentir (0,07 - 0,10 mg/L), caso contrario, essa
contaminagdo ira conferir & cerveja um sabor de manteiga rangosa. Portanto, durante a
fermentagdo, quanto maior for a formagdo do alfa-acetolactato pela levedura, maior sera a

formacéo de diacetil, conforme demonstrado na Figura 2.14.
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Figura 2. 14. Consumo de substrato pela levedura, formacao e reducdo do precusor do diacetil (Alfa-
acetolactato) e do Diacetial ao longo de uma fermentag&o cervejeira. Brites et al., (2000).

Alguns fatores que interferem diretamente na formacdo e reducdo do diacetil sdo

apresentados a seguir:

2.3.1 pH.

Quanto menor o pH, mais a levedura transformara acetolactato em diacetil. O
consumo de 50% do substrato e pH de final de fermentacdo abaixo de 4,4 sdo fatores
importantes para a reducdo do diacetil na segunda fase de fermentacdo (Mcaig & Bendiak,
2000).

2.3.2 Alfa amino nitrogénio (FAN)

Altas concentracbes de FAN indicam boa concentragdo de valina e isoleucina e
consequente reducdo na formacdo de diacetil, na primeira fase de fermentagdo (Cyr et al.,
2007).

2.3.3 Fermento

Fermento debilitado ndo consegue reduzir todo o diacetil ao final da fermentagéo,
gerando tempos totais de fermentacéo elevados (Stwart & Russell, 2005).
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2.3.4 Contaminacdo microbioldgica

O efeito do diacetil produzido por contaminacdo microbiologica (Lactobacilus e
Pediococus) é facilmente percebido, pois, além do aroma e paladar tipicos do diacetil, €
percebido claramente um paladar acido no final da degustacao (Bergen, 2006).
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3. Metodologia experimental

Este capitulo tem por objetivo apresentar e descrever todos os materiais e métodos que

foram utilizados durante este trabalho.
3.1 Levedura e meio de cultivo

O fermento ou levedura utilizado neste trabalho é originario de inoculag¢fes ocorridas
em laboratério com cultura pura (as cepas de culturas puras sdo conservadas, em tubos de
ensaio que contém meio de cultura inclinado, imersas em 6leo de parafina) e, apds coletado
do fermentador, é enviado as unidades em bombonas de plastico de capacidade de 40 kg,
chegando na unidade sob a forma de fermento pastoso para ainda passar por outro processo de
inoculacdo. O tipo de microorganismo utilizado neste trabalho foi a Saccharomyces cerevisae,

sendo utilizados fermentos até a quarta geracéao.

No laboratdrio responsavel pelas inoculagdes, as células mées sdo armazenadas em
condic@es rigorosas de temperatura e assepsia. A partir dessas células, € propagado o fermento
suficiente para suprir as necessidades de todas as unidades produtoras de cerveja. A qualidade
dessas propagacOes é de extrema importancia, pois qualquer falha estaria afetando a qualidade

do produto.

Quando o fermento “R” (“R” vem de Reinheit, que significa “puro”, em aleméo)
chega na unidade, deve ser propagado o mais rapido possivel. Essa propagacdo, na
experiéncia em foco, foi realizada com todo o cuidado asséptico, pois é esse fermento que
dara origem as demais geracdes. Este foi inoculado em meio de mosto cervejeiro, liquido
extremamente rico em nutrientes, dentre os quais podemos destacar os agucares, os lipideos,
as proteinas/aminoacidos, 0s sais minerais, 0s metais, etc. O mosto foi resfriado até
temperaturas de 10 °C e sé entdo inoculado (injecdo do fermento pastoso), com intensa
aeracdo por cerca de 2 a 4 horas continuas. A aeragdo se d& com ar comprimido estéril, isento

de umidade e a uma pressdo de 3 kgf / cm?.
3.2 Determinacéo da concentracéo de células e viabilidade

O fermento coletado do fermentador, apds inoculado, estd na forma de fermento
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pastoso. A concentracdo de células existentes nesse fermento pastoso por mL de solucéo foi

determinada utilizando-se o equipamento Cell Counter Hook e Tuccker, modelo 871.

O termo viabilidade expressa o percentual de células vivas com potencial reprodutivo
e estado fisiolégico adequado para o processo fermentativo. A determinacdo da viabilidade foi
realizada através de uma avaliagdo microscopica qualitativa do estado fisioldgico da levedura
de cultivo, através da reacdo de coloracdo do glicogénio com o reagente lugol,visto em um
microscopio oOptico. Sua dosagem foi checada através de um medidor massico da Endres
Hauser contido na linha de dosagem do fermento.

3.3 Fermentador

Foram utilizados, como reatores para fermentar o mosto cervejeiro, tanques com
formato cilindro conico em aco Inox 316, completamente revestidos com isolamento térmico,
contendo 4 zonas (camisas) de circulacdo de solucdo alcoolica para controle de temperatura

tipo, sendo uma no cone e as outras distribuidas equidistantemente ao longo do tanque.

Esse tanque, do fornecedor Codistil, possui 35 metros de altura e tem capacidade
nominal para armazenar 4000 hL de cerveja. Cada tanque possui lvalvula com atuador

pneumatico na linha de solucdo alcodlica e 3 sensores de temperatura do tipo PT-100.
3.4 Aeracao

A aeracdo do fermento ocorreu em dois momentos distintos, no tanque de
armazenamento e na linha de resfriamento de mosto. Em ambos os casos, foi utilizado ar
comprimido estéril, isento de umidade e a uma pressdo de 3 Kgf / cm? Para facilitar a
dissolugdo do gas no liquido foram utilizadas, nas linhas de fermento e no mosto frio, velas

sinterizadas em aco Inox e com abertura de particulas da ordem de 3a 5 pum.
3.5 Controle da temperatura

O tanque de armazenamento de fermento possui 2 zonas (camisas) de circulagdo de
solucéo alcodlica para controle de temperatura, sendo uma no cone do tanque e a outra no
corpo do proprio tanque. Na linha de solucéo alcodlica que avancga sobre o tanque, tém-se 1

valvula com atuador pneumatico da Festo e 1 sensor de temperatura do tipo PT-100.
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Todo o controle de temperatura, tanto do tanque de armazenamento de fermento quanto
do tanque fermentador, ¢ feito via um CLP da marca Allen Bradley, contrologix versao 5. As

informagdes sdo monitoradas através de um monitor de 21 polegadas.
3.6 Determinacéo do pH

Realizaram-se diversas andlises de pH no fermento pastoso e na cerveja quando em
fermentagdo. Para uma completa realizacdo da anélise foi utilizado um pHmetro da metler,
um béquer de 100 mL para homogeneizar a amostra e fazer a leitura ap6s completa imerséo

do eletrodo.
3.7 Analise de dicetonas totais

Extrairam-se as dicetonas vicinais totais através de destilacdo. A reacdo entre o
destilado e a ortofenilenodiamina fornece um composto, cuja absorbancia medida a 335

nm é proporcional a concentracdo de dicetonas vicinais (livres / totais).

Foi utilizado o método espectrofotométrico, que emprega uma destilacdo de
cerveja ndo descarbonatada, tratada a 70 °C, sob condic¢des controladas para obter em 5 —
10 minutos o destilado contendo dicetonas vicinais totais, conforme procedimento
detalhado no Anexo I. O desenvolvimento da coloracdo é obtido através da reacdo com
ortofenilenodiamina para obtencdo da 2,3 — dimetilquinoxalina, cuja absorbancia medida a
335 nm é proporcional a concentracdo de dicetonas vicinais. Nas condi¢fes do método, a

pentanodiona também reage a 2-3, mas com menor sensibilidade.
3.8 Lavagem &cida do fermento

Uma solucéo de acido fosforico - grau alimenticio - e sulfato de zinco heptahidratado -
grau alimenticio - foi adicionada ao fermento pastoso, tendo sido agitada com injecdo de ar
comprimido estéril e isento de 6leo e umidade a uma pressdo de 3 Kgf/cm? por 2 a 4 horas,
apos o qué, o fermento foi dosado na linha de mosto. A quantidade de fermento a ser lavada
foi calculada levando-se em conta a dosagem total do tanque de fermentacdo. Por ocasido da
lavagem é&cida do fermento, foi dosado somente o sulfato de zinco no fermento (co-fator

enzimatico durante a fermentagéo da cerveja).

36
Claudio Dantas de Medeiros — Setembro/2010



Metodologia Experimental

A solucéo &cida foi preparada diluindo-se acido fosforico em agua gelada (3 + 1°C) em
uma relacdo tal que a solucdo ficou com 17 + 1% de &cido fosforico. A cada preparo de
solugéo certificava-se se a solugdo estava dentro da concentracdo desejada. Caso ndo o

estivesse, era adicionada agua ou acido, de acordo com o valor encontrado.

A quantidade de acido fosforico foi dosada para que o pH da solucdo de fermento
pastoso ficasse em 2,3 + 0,1. Essa determinacdo foi realizada através da titulacdo de uma
massa de fermento conhecida. Titulou-se 200 g de fermento pastoso homogeneizado
previamente com a solucdo de 4cido fosférico (17 + 1%), com um agitador magnético e um
sensor de pH. Interrompeu-se a titulacdo quando o pH atingiu 2,4, anotando-se, entéo, o valor
gasto da solucdo de acido fosfdrico. O valor necessario para toda a massa de fermento a ser

dosada foi calculada.

» \Wolume adi¢do solucdo de acido = (Molume da solucdo de &cido gasto na titulagdo x
Massa fermento a ser dosada) / Massa exata da amostra titulada).

O Sulfato de Zinco Heptahidratado foi utilizado como padrdo nas unidades para

fornecimento de ions Zinco para o fermento. A quantidade a ser dosada foi:
» Massa (g) = (Molume de mosto frio tanque (hL) x 0,22)

Quando ainda houve a utilizacdo do sal sulfato de zinco heptahidratado, o célculo da
dosagem foi realizado de forma que a adicdo desse reagente proporcionasse uma dosagem de
0,500 mg/l de fons de Zn?**. A dosagem de sulfato de zinco foi realizada na solugo 4cida antes

da mistura com o fermento ou durante a mistura em forma sélida.

Tanto o fermento quanto a solucdo &cida estavam com temperatura de 3 + 1 °C antes
da mistura e a homogenizacdo foi realizada através de injecdo de ar comprimido estéril isento
de 6leo e umidade e a uma presséo de 3 Kgf/cm? por 2 a 4 horas, durante todo o periodo de
tratamento. O pH da solugéo foi controlado dentro da faixa compreendida entre 2,2a 2,4 e a
leitura desse valor foi realizada entre 5 e 10 minutos apds a homogeneizagdo da mistura. O
tempo de contato dessa solucéo ndo ultrapassou 4 horas. Essa solucéo de fermento com acido
foi imediatamente dosada, cumprindo o tempo minimo de contato e sem nenhuma tentativa de

neutralizacéo.
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Figura 3. 1. Representacao esquematica do processo de acidificacdo do fermento no tanque de
armazenamento e posterior dosagem no mosto cervejeiro.

MOSTO QUENTE

3.9 Alteracdes na concentracao de fermento e efeito da temperatura

O mosto cervejeiro foi resfriado e, antes de entrar no tanque fermentador, o
fermento/levedura foi dosado, com a respectiva aeracdo (injecdo de O, na solucédo), para que
pudesse dar inicio a fermentacdo dos acUcares contidos no meio. Foi feita uma alteracdo na
quantidade de fermento dosada, passando de 1,1 milhdes de células/mL/°P de mosto para 1,6
milhdes de células/mL/°P de mosto. Além disso, foi alterada a quantidade total de aeracéo do
mosto, passando de 75% para 55% do volume total do tanque. Essas duas alteracdes tiveram
0 objetivo de reduzir a quantidade de vezes em que a levedura iria se multiplicar durante a
fermentacdo, para valores de aproximadamente 2 vezes. Para a realizacdo dessas
modificaces, foi necessaria apenas a utilizacdo de planilha eletrdnica (Anexo 2), para célculo
da massa do fermento dosado pelo volume de mosto resfriado.

Foram utilizadas 3 faixas de temperaturas diferentes, necessarias para controlar os
processos nas etapas de resfriamento do mosto, quais sejam, na primeira e segunda fases de
fermentacao, cujos resultados foram respectivamente 9 °C, de 10 a 11 °C e de 14,5 a 15,5 °C.
Foram definidas temperaturas bem distintas devido aos objetivos e ao fato de a complexidade
de cada etapa desta ser diferente.

Desenvolveu-se o estudo das variaveis, em escala de laboratdrio, inicialmente apenas
para definicdo de estequiometrias e posteriormente em escala industrial, utilizando-se tanques

fermentadores testes, para desenvolvimento da pesquisa e andlise dos resultados. A
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acidificacdo do fermento foi feita através de diluicdo do acido fosférico em agua gelada e
posterior adicdo da solucdo, no tanque de armazenamento de fermento, utilizando-se uma
bomba centrifuga, marca alfa-laval, com homogeneizacdo atraveés de aeracdo (com ar
comprimido) no fundo do tanque e no meio do tanque, de forma bastante vigorosa. A
concentracdo do fermento adicionado foi medida utilizando-se informacGes de uma tabela
onde existe a correlagdo entre a compactacdo do fermento, a quantidade de fermento em
Kg/hL e a quantidade de células/mL de mosto (Anexo 2), com as quais se deseja trabalhar na

fermentac&o, levando-se em conta também a viabilidade das células.
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4. Resultados e discussao

O presente capitulo mostra os resultados de uma fermentacdo cervejeira, com énfase
na formacdo e reducdo das dicetonas vicinais e no tempo total de fermentacdo obtido apds
acidificacdo da levedura, aumento da concentracdo de células de fermento dosado e controle

da curva de temperatura durante toda a fermentacao.

4.1 Acidificacéo da levedura

A lavagem 4&cida da levedura cervejeira possui 0 objetivo de baixar o pH do fermento
pastoso, com a intencdo de reduzir a viscosidade, e isto esta correlacionado a defloculacéo do
fermento, que tem se atribuido uma melhora da performance de fermentacdo(Bergen, 2006).

A guantidade de fermento a ser utilizada na lavagem deve ser calculada para garantir
gue esse ingrediente seja utilizado imediatamente apds o tempo de incubacdo com o acido. O
fermento que ndo for utilizado apo6s a lavagem acida ndao pode mais vir a sé-lo para novas
dosagens, pois o tempo de contato € muito importante nesse processo, autolisando as células e

prejudicando fermentacdes futuras (Yamauchi et al, 1995).

Embora tenha sido utilizado sulfato de zinco no fermento, durante o processo de
acidificacdo, constatou-se que sua dosagem daquele elemento apresentaria melhores
resultados de fermentacdo quando utilizado antes ou ap6s a solucdo acida. Quando adicionado

junto com a solucdo acida, o sulfato de zinco apresentou baixa performance.

A Figura 4.1 representa um teste preliminar dentro da planta onde foram

desenvolvidos todos os experimentos, utilizando-se fermento previamente acidificado.

Observou-se o comportamento da formacgédo e reducdo das dicetonas vicinais e do
tempo total de fermentacdo, antes da acidificacdo do fermento e apos esta. Obteve-se uma
reducdo no tempo total de fermentacdo de aproximadamente 2 dias (de 266 horas para 217
horas). Nesse teste inicial, o sulfato de zinco, que serve de co-fator enziméatico (Kunze, 1999)

na fermentacéo, estava sendo diluido em conjunto com a solucdo acida.

Observou-se também uma reducdo mais acelerada no diacetil, devido ao aumento de

células pulverulentas (células em suspensdo) no final de fermentacdo, tendo assim mais
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células distribuidas no tanque, consumindo o diacetil formado. Percebeu-se que o pico de

formagéo das dicetonas ainda estava elevado, o que significaria mais tempo gasto para a
reducdo na segunda fase de fermentacéo.
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Figura 4. 1. Curva de formagé&o e reducéo das dicetonas vicinais durante uma fermentacéo
cervejeira, antes da acidificagcdo do fermento e apos esta, com efeito do sulfato de zinco na solugédo
acida.

A Figura 4.2 representa uma fermentagdo em que a levedura utilizada foi acidificada
sem a presenca do sulfato de zinco na mesma solucéo, durante o preparo. Observa-se uma
reducdo no tempo total de fermentacdo, no experimento em que o sulfato de zinco foi
adicionado separadamente da solucdo &cida, durante a acidificacdo do fermento.

Quando se preparou a solucdo &cida com o sulfato de zinco juntos, houve uma reagdo
quimica precipitando o zinco e deixando o fermento pastoso, com um percentual reduzido de
zinco. Isso piorou o desempenho da fermentacdo, uma vez que a levedura cervejeira utiliza o
zinco como co-fator enziméatico em diversas rotas metabolicas (Yamauchi et al,1995). Se ha
auséncia desse componente, ter-se-a um elevado tempo total de fermentacdo, elevando,
consequentemente, o tempo total para a formacdo e reducdo das dicetonas vicinais totais. A

reducdo proporcionada foi de 22 horas no tempo total de fermentacdo, de 217 para 195 horas.
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Figura 4. 2. Curva de formacao e redugéo das dicetonas vicinais durante uma fermentagéo
cervejeira, antes da acidificagdo do fermento e ap6s esta, com efeito do sulfato de zinco na solugédo
acida.

A Figura 4.3 representa os resultados da influéncia do pH do fermento pastoso e da
guantidade de células de fermento em suspensdo, no final da fermentacdo, a partir de

fermentacdes que utilizaram levedura acidificada e das que ndo o fizeram assim.

Observa-se ainda na Figura 4.3 a média dos resultados de uma série de fermentacdes,
tanto para pH quanto para quantidade de células em suspensdo no final de fermentacdo. Tais
resultados estdo baseados em duas condi¢cBes bem distintas: uma que utiliza levedura

tradicional, sem acidificacdo, e outra que utiliza levedura com prévia acidificacéo.

Este grafico representa bem um dos objetivos principais de se acidificar a levedura
cervejeira, que é alterar uma caracteristica marcante da célula, passando-a de floculenta para
pulverulenta, ou seja, o tanque fermentador estaria com um maior nimero de células de
fermento em suspensao no final da fermentacdo com consequentemente uma reducdo mais

eficiente das dicetonas, reduzindo, assim, o tempo total do processo fermentativo.

Observa-se, portanto, que o pH do fermento pastoso medido apos acidificacdo reduz-
se de 5,22 para 2,35, e a quantidade de células em suspensdo no final da fermentacdo no
tanque fermentador aumenta de 2,45 x 10° para 16,38 x 10° células/mL de fermento. O
resultado representa um aumento de aproximadamente 85% na quantidade de celulas de
fermento em suspenséo, contribuindo consideravelmente para um aumento na velocidade de
consumo das dicetonas vicinais totais.
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Figura 4. 3.Resultados de pH do fermento pastoso sem acidificacdo e com acidificagéo e quantidade
de células em suspenséo no final da fermentagdo, com fermentac6es que utilizam levedura sem
acidificacdo e com acidificacéo prévia.

A Figura 4.4 representa os resultados de pH do fermento pastoso durante a coleta no
tanque fermentador e sua viabilidade (porcentagem de células vivas), a partir de fermentacdes

que utilizam levedura acidificada e das que ndo fazem assim.

Observa-se o resultado médio de pH do fermento pastoso durante a coleta no tanque
fermentador de uma série de fermentacGes cervejeiras. Tal resultado estd baseado em duas
condigcdes bem distintas: a que utiliza levedura tradicional, sem acidificacdo, e outra que

utiliza levedura com acidificagdo prévia.

Uma das grandes preocupacdes quando se acidifica a levedura é com a viabilidade das
células de fermento ali presentes, ou seja, com a autdlise da levedura. Esta ndo € aceitavel
para 0 processo de fabricacdo de cerveja, pois a célula de fermento libera para o meio
substancias graxas e enzimas proteases que reduziriam consideravelmente uma das principais
caracteristicas do produto que é a espuma, no seu vigor, consisténcia e estabilidade (Mogel &
Tadaro, 1997). Um dos principais itens de controle para analisar se existe fermento autolisado
em um reator € o pH do meio, pois as celulas de fermento quando sofrem autolise excretam

para 0 meio substancias que aumentam o pH da solucéo.
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Observou-se que o pH do fermento pastoso coletado sofre uma minima alteracdo, sem

ou com acidificacdo, aumentando aproximadamente 5%, em média, 0 que ndo resulta em
efeito colateral para a qualidade do produto final. O mesmo acontece com o percentual de
células vivas de fermento na massa de fermento pastoso coletada, mesmo aumentando 2,1% a
quantidade de células mortas presentes na massa total de levedura coletada. Em resumo, ndo
houve um aumento signficativo do pH do fermento (mesmo com um aumento de células de
levedura autolisadas) e da quantidade de células mortas (vitalidade), ndo afetando assim, a

operacdo de acidifica¢do do fermento.
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Figura 4. 4. Resultados de pH do fermento pastoso durante a coleta no tanque fermentador e
viabilidade do fermento coletado sem acidificagdo e com acidificagdo prévia da levedura.

4.2 Aumento da quantidade de células vivas de fermento adicionados

O aumento da quantidade de células vivas de leveduras adicionadas no fermentador,
aliado a alteracBes na aeracdo da levedura, possui uma enorme relevancia, pois reduz-se o
pico de formacdo das dicetonas totais na primeira fase de fermentacdo, uma vez que, na fase
de multiplicagdo celular, a célula sintetiza o aminoéacido valina e, consequentemente, libera
para 0 meio o precursor do diacetil (Mogel, & Tadaro1997).

A Figura 4.5 representa 0 desempenho de duas fermentacbes com diferentes

guantidades de células de levedura adicionadas no fermentador. O objetivo foi manter a
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mesma massa de fermento na conducdo da fermentacdo, embora reduzindo o crescimento

celular durante a fermentacdo, 0 que provocou alteragdes em duas variaveis: aumento da
quantidade de células vivas adicionadas que passou de 1,0 milhGes de cel/mL/°P para 1,5
milhGes de cel/mL/°P, e reducdo na aeracdo durante o resfriamento do mosto, que passou de
10 para 8 horas.

Observa-se claramente, na Figura 4.5, a formagdo de um menor pico de dicetonas
totais na fermentacdo em que o crescimento celular foi reduzido (alterando a quantidade de
células dosadas e aeracdo do mosto) e também em que ocrreu um menor tempo total de
fermentacéo.

O crescimento celular, por consequéncia, reduziu-se de 3,0+0,3 multiplicagéo
celular/fermentacdo para 2,3+0,3 multiplicacdo celular/fermentacdo, levando um menor
tempo na rota metabdlica para sintese da valina pela levedura (Boulton et al, 2001). Reduziu-

se 11 horas no tempo total de fermentacdo com esta acao, saindo de 195 para 174 horas.
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Figura 4. 5. Resultados de performance de fermentacéo cervejeira com efeito do crescimento celular
do fermento, baseados no bindmio aumento da concentragdo celular do fermento e reducédo da aeragéo
do fermento/mosto cervejeiro.

A Figura 4.6 representa os resultados de crescimento celular, horas de aeracdo do
mosto e viabilidade do fermento de uma série de fermentacbes com duas caracteristicas
diferentes quanto a quantidade de células de fermento dosadas no fermentador.

Observou-se como resultados, apOs as alteragdes, uma redugdo de 33,8% do

crescimento celular, que passou de 3,07 para 2,03 multiplicacdes celular por fermentacéo.
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Figura 4. 6. Resultados de crescimento celular do fermento, horas de aeragdo do mosto cervejeiro e
vitalidade do fermento.

4.3 - Temperatura de fermentacéao

O controle da temperatura da cerveja, desde o enchimento do tanque até o final da
segunda fase de fermentacdo, € muito importante para obtencdo de uma boa curva de
formacao e reducdo de diacetil no meio de fermentracdo (Kunze, 1999). Esta foi uma variavel

bastante importante e controlada durante a aplicacdo do trabalho.

A Figura 4.7 representa o desempenho da formacéo e reducdo das dicetonas totais,
baseado no efeito da reducdo de 0,5°C, na primeira fase de fermentagdo, objetivando
diminuicdo no metabolismo da levedura e aumento de 0,5° C na segunda fase de fermentacéo,
na qual visava-se a um aumento no metabolismo e a um consequente aumento da taxa de

velocidade do consumo de dicetonas.

Percebe-se que houve uma reducdo de 9 horas (de 174 horas para 165 horas) no tempo
total de fermentagdo, comparando-se duas fermentagfes com diferentes quantidades de
células de fermento dosadas no fermentador e alteracao na curva de temperatura de primeira e

segunda fase.
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Figura 4. 7. Resultados da curva de formacéo e reducdo das dicetonas totais, apos alteracdo na curva
de temperatura de fermentacéo.

A Figura 4.8 representa o desempenho da formacéo e reducdo das dicetonas com duas
curvas de temperaturas diferentes, uma antes das alteracdes e outra apds estas. Observa-se
claramente uma reducdo no tempo total de fermentacdo e um alcance dos valores alvo de
dicetonas totais (méx 0,10 ppm).
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Figura 4. 8. Resultados da curva de formacéo e reducdo das dicetonas totais, antes e apds a alteracéo
na curva de temperatura da fermentacéo.

A Figura 4.9 representa a curva de formacéo e reducdo das dicetonas totais e o tempo
total de fermentacdo, analisando todas as variaveis de processo que foram alteradas na
condugdo do trabalho experimental.

Foi obtida, apos a aplicacdo de todas as variaveis, uma consideravel reducédo no tempo
total de fermentacdo: reducdo de 101 horas (4,21 dias) desde o inicio do trabalho até o Gltimo

teste realizado, que contemplava o conjunto de alteracGes citadas ao longo do trabalho.
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Figura 4. 9. Resultados da curva de formag&o e reducdo das dicetonas totais e tempo total de
fermentacdo, analisando-se cada variavel isoladamente.

AFigura 4.10 representa a linha do tempo, onde é evidenciado 0 momento exato (data)
de aplicacdo das 3 varidveis de processo (lavagem &cida, aumento da concentracdo de
fermento e mudanca na temperatura de fermentacdo), em funcdo da reducdo das dicetonas
totais.

Foi observada uma brusca redugdo dos valores finais de dicetonas totais quando se
iniciou a utilizacdo do fermento previamente acidificado. Com o aumento da concentracdo de
fermento dosado no fermentador e mudanca nas temperaturas de fermentacéo, a concentracédo

final de dicetonas no meio se manteve estavel para 100% dos resultados abaixo dos valores de
especificagao.
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Figura 4. 10. Resultados do tempo total de reducédo das dicetonas totais, antes e ap6s das alteracGes de

processo propostas no trabalho
A Figura 4.11 representa a linha do tempo, onde é evidenciado 0 momento exato (data)

de aplicacdo das 3 varidveis de processo (lavagem acida, aumento da concentracdo de

fermento e mudanca nas temperatura de fermentacdo), em funcdo do tempo total de

fermentacao.

Mesmo tendo sido observada uma brusca reducdo no tempo total de fermentacéo,

guando se iniciou a utilizacdo do fermento previamente acidificado, ainda ndo foram atingidos

os valores de especificagdo. Com o aumento da concentragdo de fermento dosado no

fermentador e mudanca nas temperaturas de fermentacdo, o tempo total de fermentagéo

atingiu o valor de especificacdo, mantendo-se estavel.
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Figura 4. 11. Resultados do tempo total de fermentacdo, antes e apés das alteracdes de processo

propostas no trabalho estas.
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5. Conclusao

As variaveis de processo alteradas na fermentacdo da cerveja, com o objetivo de
reducdo do tempo de fermentacdo e concentracdo das dicetonas vicinais totais, foram
satisfatorias.

Acidificacdo prévia do fermento, controle de temperatura de fermentacdo e aumento
da concentracdo das celulas de fermento foram satisfatorias para reducdo no tempo de
fermentacdo. Apos aplicacdo das trés varidveis de processo citadas acima, o tempo total de
fermentagéo foi reduzido de 266 horas para 168 horas. Este resultado mostra a viabilidade de
se produzir cerveja com tempos reduzidos de fermentacdo, utilizando-se técnicas para
controle da curva de formacdo e reducdo das dicetonas vicinais totais, reduzindo,
consequentemente, o tempo total de fermentacao.

Observou-se que, através da acidificacdo prévia do fermento, foi aumentada a
concentracio de leveduras em suspens&o, na segunda fase de fermentacéo, de 2,45 x 10° para
16,38 x 10° células/mL, atendendo, assim, ao objetivo principal, que era alterar a
caracteristica do fermento de floculenta para pulverulenta.

Com o controle da temperatura de fermentacdo desde o enchimento do tanque até a
segunda fase de fermentacdo, foi possivel diminuir o pico de dicetonas totais formadas.

Observou-se, também, uma reducgdo no pico de formacéo das dicetonas vicinais totais,
com a reducdo da taxa de multiplicacdo do fermento, dentro do fermentador, de 3 para 2
Vezes.

A reducdo mais expressiva do tempo total de fermentacdo se deu quando se colocou
em pratica no mesmo tanque fermentador as 3 variaveis de processo, jA com processos
altamente controlados. Esta pratica podera ser utilizada em qualquer cervejaria que necessite
solucionar problema de qualidade (degustacdo do produto) e/ou atendimento da demanda do
mercado, pois com a reducdo no tempo total de fermentagdo aumenta a produtividade do
processo de fabricacdo de cerveja.
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Anexo 01 -- ANALISE DE DICETONAS TOTAIS
1. OBJETIVO

Determinar o teor de diacetil e 2,3-pentanodiona total, em cervejas em elaboragéo e

pasteurizadas, atraves do método espectrofotométrico da ortofenilenodiamina.

3. MATERIAL NECESSARIO

3.1. Aparelhagem

3.1.1. Espectofotébmetro UV-VIS, com cubeta de 10 mm de caminho 0tico;
3.1.2. Manta de aquecimento;

3.1.3. Balanga de precisdo com resolucéo de 0,01 g;

3.1.4. Equipamento para

3.1.4.1. Baldo de destilacdo com junta esmerilada 24/40 de 500 mL;

3.1.4.2. Condensador do tipo “Grahan” com junta superior esmerilada 24/40 com 20 cm
de comprimento;

3.1.4.3. Conexdo com entrada para CO, com juntas esmeriladas 24/40;
3.1.4.4. Conexdo sem entrada para CO,; com juntas esmeriladas 24/40;

3.1.5.. Tubo graduado de 25 mL, com tampa (calibrado);

3.1.6. Bécher de 100 mL;

3.1.7. Baldo volumétrico de 100 e 1000 mL;

3.1.8. Tubo de ensaio com tampa de rosca, capacidade minima de 50 mL;
3.1.9. Garrafa biolégica com boa vedagéo;

3.1.10. Banho de gelo;

3.1.11. Funil analitico;

3.1.12. Papel de filtro qualitativo preparado com terra infusdria (leito filtrante);
3.1.13. Proveta ou Bico de papagaio de 100 mL ;

3.1.14. Cronbmetro;

3.1.15. Banho termostatico a 70,0 + 1°C.
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3.2 Reagentes

3.2.1. Acido cloridrico 4N:

3.2.1.1. Adicionar 332,0 £ 5,0 mL de HCI concentrado em agua destilada, completando o
volume em baldo volumétrico

de 1000 mL. Armazenar em frasco de vidro por 6 meses;

3.2.2. Solugéo de orto-fenilenodiamina a 1% (m/v) - CgHs (NH>),:

3.2.2.1. Dissolver 1,00 + 0,05 g de orto-fenilenodiamina na solu¢do de HCI 4N e completar o

volume a 100 mL, em baldo volumétrico, com a solu¢éo de acido cloridrico 4N.

Esta solugéo deve ser preparada no dia do uso e guardada em local escuro.
4. EXECUCAO

4.1 Principio do método

Consiste em extrair as dicetonas vicinais totais atraves de destilacdo. A reacdo entre o
destilado e a ortofenilenodiamina fornece um composto, cuja absorbancia medida a 335

nm é proporcional a concentracéo de dicetonas vicinais (livres / totais).

Além do método por cromatografia gasosa, a EBC recomenda um método
espectrofotométrico que emprega uma destilacdo de cerveja ndo descarbonatada, tratada a 70°
C, sob condicdes controladas para obter em 5 — 10 minutos o destilado contendo dicetonas
vicinais totais. O desenvolvimento da coloragdo é obtido através da reacdo com
ortofenilenodiamina para obtencdo da 2,3 — dimetilquinoxalina, cuja absorbancia medida a

335 nm é proporcional a concentracdo de dicetonas vicinais.

Nas condicbes do método também reage a 2-3 pentanodiona mas com menor

sensibilidade.
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4.2. Procedimento

4.2.2. Amostras de Fermentacdo / Maturacdo / Tanque de Pressdo / Produto Acabado para

andlise de Dicetonas Totais

5.2.2.1. Coletar e preparar a amostra ;

4.2.2.2. Fazer a montagem da aparelhagem para destilacdo

5.2.2.3.. Medir 100 mL da amostra e transferir quantitativamente para o bal@o de destilacdo. Adicionar

25 mL de 4gua destilada. Recomenda-se o uso de 1 gota de anti-espumante ;
5.2.2.4. Destilar rapidamente, com cuidado para ndo ocorrer queima na lateral do baléo;

5.2.2.5. Coletar o destilado em tubo graduado ou similar ao qual se adicionou, antes do inicio da

destilagdo, 1mL de agua destilada;

5.2.2.6. Destilar até atingir o volume de 24,0 + 0,5 mL e completar até o nivel de 25,0 mL

com agua destilada;

5.2.2.7. Homogeneizar e pipetar porcdes de 10 mL do destilado para 2 tubos de ensaio com
tampa de rosca (prova real e prova em branco);

5.2.2.8. Adicionar a prova real 0,5 mL da solucdo de orto-fenilenodiamina (recentemente

preparada) e homogeneizar;

5.2.2.9. Deixar em lugar escuro durante 35,0 = 5,0 minutos;

5.2.2.10. Adicionar a prova real e a prova em branco, respectivamente 2,0 e 2,5 mL da
solucdo de &cido cloridrico 4N. Homogeneizar;

5.2.2.11. Efetuar a leitura da absorbancia da prova real a 335 nm, usando a prova em branco

para “zerar” o aparelho, num periodo maximo de 20,0 £+ 1,0 minutos.

5. RESULTADO

6.1. Célculo:

Dicetonas Livres e/ou Totais (mg/L) =Ass x 2,4 x f
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onde:

A = leitura correspondente a absorbancia da amostra a 335 nm

f =fator determinado através da calibracdo do espectrofotdmetro

DVP = (DVT - DVL)

DVP = Concentracdo de dicetonas precursores (potenciais) na amostra, em mg/L;
DVT = Concentracdo de dicetonas totais na amostra, em mg/L.

DVL = Concentracdo de dicetonas livres na amostra, em mg/L;

Dicetonas livres e/ou totais corrigida para mosto basico 12,00 °P

Il

Onde:

DV (L/ T/ P) = dicetonas vicinais (livres / totais / precursores) na amostra, para mosto
basico 12,00 °P

DV1q = dicetonas vicinais amostra tal qual

MB = mosto basico da amostra

Expressar os resultados em mg/L, com duas casas decimais

6. INCERTEZA

7.1. Desvio Padrdo = + 0,01
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Anexo 02 - CALCULO DE DOSAGEM DE FERMENTO

COMPACTAGAO VOLUMETRICA DO FERMENTO

CALCULO DA QUANTIDADE DE FERMENTO A SER

DOSADA PARA FERMENTAGAO

VOLUME
TOTAL DA 15
CUBETA 1

VOLUME
TOTAL DA 15
CUBETA 2

VOLUME DE
FERMENTO 75
DA CUBETA ’

1

VOLUME DE
FERMENTO 75
DA CUBETA '

2

ml

ml

(Ap6s centrifugacao)

ml

(Ap6s centrifugacao)

VOLUME DE MOSTO NO TQ 4488
DOSAGEM DE 25
CELULAS
COMPACTACAO DO o
FERMENTO
VALOR DA TABELA 1.8
H ,
PORCENTAGEM DE 10

CELULAS MORTAS

PORCENTAGEM DE
COMPACTACAO

50

KG DE
FERMENTO A SER
DOSADO

8976,0

hL
x10%/ml
%
kg/hL
%

VOLUME DO MOSTO A
SER CONSIDERADO
PARA O CALCULO DO
FERMENTO

Digite o Numero de
fabricos

6
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