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RESUMO

Tradicional da Alemanha, Cerveja de Trigo € um tipo de cerveja conhecido
por sua elevada carbonatacdo, espuma densa e persistente, turbidez e por
caracteristicas sensoriais Unicas de cravo. Para otimizar essas caracteristicas €
fundamental entender sobre todas as etapas do processo produtivo e 0s parametros
gerais de controle de qualidade, como a concentracdo de extrato de solidos
dissolvidos (ESD), o teor alcodlico, a temperatura e o pH. A substancia responsavel
pela sensacao desejavel de cravo é o 4-viniguaiacol (4VG), um composto fenélico do
grupo dos compostos vinilicos aromaticos (CVAs), que é produzido pela reacdo de
descarboxilacdo do acido ferdlico (AFC), um tipo de acido fendlico (AF) presente nos
diversos maltes usados para producao de cerveja. Porém, similarmente, o estireno,
composto indesejavel e dito como possivel carcinogénico pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), é gerado pela descarboxilacdo do acido
cinamico (ACC), outro AF presente nos maltes. Portanto, com base em informacgdes
escassas obtidas em estudos da literatura, este estudo escolheu e avaliou quatro
parametros especificos de producédo: a propor¢cdo de maltes usados, malte de trigo
(MT) e malte de cevada (MC), a temperatura de mostura para extracdo de AFs, a
concentracgao inicial de levedura e a temperatura inicial de fermentacéo, em relagcéo
a eficiéncia do processo (baseada nos parametros gerais de controle) e a formacao
do 4VG e do estireno. A metodologia experimental foi dividida em trés etapas. Na
Etapa 01, os parametros de brassagem, proporcdo dos maltes (50/50, 60/40 e
70/30% MT/MC) e temperatura de mostura (40/45/50 °C) foram analisados com o
uso de um equipamento de bancada. Na Etapa 02, repetindo os ensaios da etapa
anterior, utilizou-se um equipamento de brassagem de maior escala, automatizado e
com melhor controle, com a intencdo de obter dados mais confidveis. As andlises
estatisticas dos dados obtidos tiveram melhores ajustes (R2>89%) e modelos
lineares de primeira ordem preditivos. Grafica e estatisticamente, em relacdo ao
ESD, os dois parametros de brassagem foram significativos, sendo a proporcao de
MT/MC o mais relevante, com 95% de nivel de significancia. Os ensaios com
menores niveis de proporcdo de MT, geraram mostos com maiores valores de ESD
(10,58 + 0,06 °brix), ou seja, maior eficiéncia de brassagem. Na Etapa 03, foi
avaliada a fermentacdo com a variagdo dos parametros de concentracao inicial de

células de levedura (0,5 e 1,0 bilhdo de células.brix-1.L-1) e de temperatura inicial de



fermentacdo (18 e 24 °C), cujos resultados foram analisados graficamente em
relacdo ao ESD, ao teor alcodlico e ao pH. Observou-se uma tendéncia de maior
eficiéncia de fermentacéo nos niveis superiores (1,0 bilhdo de células.brix-1.L-1 e 24
°C). Ja, em relacdo a formacdo dos CVAs, nas etapas 02 e 03, foi notado um
indicativo da presenca dos acidos ferdlico e cindmico, precursores do 4VG e
estireno. Sendo assim, concluiu-se que, na faixa avaliada, a eficiéncia de mostura
aumenta com menores propor¢oes de MT. Em relacdo a formacao dos CVAs (4VG e

estireno), este estudo é importante como base cientifica para futuros projetos

académicos sobre Cerveja de Trigo.

Palavras-chave: cervejas artesanais; eficiéncia de processo; indicativo da presenca

de acidos fendlicos.



ABSTRACT

Traditional from Germany, Wheat Beer is a type of beer known for its high
carbonation level, dense and persistent foam, turbidity, and unique sensorial clove
characteristic. To optimize these characteristics, it is essential to understand every
step of the process and the general parameters used for quality control, such as
dissolved solids extract (ESD), alcohol content, temperature, and pH. The substance
responsible for the desirable clove-like characteristic is 4-vinyguaiacol (4VG), a
phenolic compound of the group vinyl aromatic compounds (CVAS), produced by the
decarboxylation reaction of ferulic acid (AFC), a type of phenolic acid (AF) found in
the various types of malts used in beer production. However, similarly, styrene, an
undesired compound and described as a possible carcinogen by the International
Agency for Research on Cancer (IARC) (2018), is formed by the decarboxylation of
cinnamic acid (ACC), obtained from the same malts. Therefore, according with
scarce information’s from studies on the literature, this project chose and evaluated
four specific production parameters: proportion of malts used, barley malt (MC) and
wheat malt (MT), mashing temperature for phenolic acids (AFs) extraction, initial
yeast concentration and initial fermentation temperature, in relation to the process
efficiency (based on the general quality control parameters) and to 4VG and styrene
formation. The experimental methodology was divided in three steps. In step 01, the
brewing parameters, malt proportion (50/50, 60/40 e 70/30% MT/MC) and mashing
temperature (40/45/50 °C) were analyzed using a bench brewing equipment. In step
02, repeating the essays of the last step, it was used an automatized larger-scale
brewing equipment with the goal to obtain more reliable results. The statistics
analyzes of the data of this step generated better adjustment (R2>89%) and
predictive first order linear models. Graphically and statistically, in relation to ESD,
both parameters were significant, but the parameter of MT/MC proportion was noted
to be more significant, with 95% of confidence level. The assays with less wheat malt
proportions had mashes with higher ESD (10,58 + 0,06 °brix), in other words, with
higher brewing efficiency. In step 03, the fermentation was evaluated with the
variation of the parameters of initial yeast concentration (0,5 e 1,0 billion cells.brix-
1.L-1), and initial fermentation temperature (18 e 24 °C), which were analyzed
graphically in relation to ESD, alcohol content, and pH. It was observed a tendency of

higher fermentation efficiency in the superior levels of the parameters (1,0 billion



cells.brix-1.L-1 and 24 °C). Thus, in relation to CVAs formation, in steps 01 and 02, it
was noted an indicative of the presence of ferulic and cinnamic acids, which are
precursors of 4VG and styrene, respectively. Therefore, it was concluded that, in this
studied range, the mashing efficiency increases with lower proportion of wheat malt.
Regarding to the CVAs formation (4VG and styrene), this study is important as a
scientific resource for future Wheat Beer academic projects.

Keywords: craft beers; process efficiency; indicative of phenolic acids presence.
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1 INTRODUCAO

Cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no Brasil, sendo o terceiro maior
consumidor e produtor do mundo (KIRIN HOLDINGS COMPANY, 2020). As cervejas
do tipo Lager, produzidas pelas grandes cervejarias como Ambev, Heineken e Grupo
Petropolis, representam a maior parcela de consumo no pais. O consumo das
cervejas artesanais, embora represente uma pequena parcela do consumo nacional,
estd em tendéncia de crescimento, como pode ser visto nos ultimos anos, pelo
aumento de cervejarias registradas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), 6rgao responsavel pelo controle e fiscalizacdo da producéo
de bebidas alcodlicas no pais (DIAS, FALCONI, 2018). O aumento dessa demanda
gera a necessidade de melhoria da qualidade do processo produtivo de cerveja para
garantir que os produtos tendam aos padrbes de cada estilo de cerveja.

Cerveja de Trigo, um estilo tradicional e originario da Alemanha, é conhecida
por sua alta carbonatacdo, turbidez, espuma densa e persistente, teor alcodlico
moderado em torno de 4,5% ABV (alcohol by volume), mas principalmente por suas
caracteristicas sensoriais de banana e cravo (STRONG, ENGLAND, 2015;
PAPAZIAN et al., 2017). Para se obter um produto dentro dos padrbes
recomendados pelo estilo de Cerveja de Trigo, € importante entender sobre todas as
etapas do processo e sobre os parametros gerais de controle de qualidade, como o
extrato de solidos dissolvidos (ESD), o pH e o teor alcodlico, que séo relacionados
diretamente com a atividade enzimatica e com a eficiéncia das etapas do processo
(KUNZE, 2010).

A producdo de Cerveja de Trigo € dividida em duas etapas: brassagem e
fermentacdo. A brassagem consiste na producdo do mosto, liquido contendo os
compostos extraidos dos maltes, como acucares fermentesciveis. A fermentacéo é a
etapa na qual a levedura metaboliza esses compostos do mosto em outros diversos
compostos, sendo a reacdo mais importante o consumo dos aclUcares para a
producdo de &lcoois e gas carbbnico. Adicionalmente, a brassagem possui as
subetapas de moagem, mostura, clarificacdo e fervura; ja a fermentacéo é dividida
em fermentagdo primaria, fase de adaptacdo, maturacdo, carbonatacdo e envase
(MOSHER, TRANTHAM, 2016; PALMER, 2017).

Um diferencial da Cerveja de Trigo € a caracteristica sensorial de cravo. A

molécula quimica associada a esse aroma é o 4-viniguaicol (4VG), um composto
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fendlico obtido quando h& a remocédo de uma molécula de gas carbbnico do acido
ferdlico (AFC), um dos acidos fendlicos presentes nos diversos tipos de maltes
usados na producado de cerveja. Essa reacdo é conhecida como descarboxilacdo e
pode ocorrer de duas maneiras: termicamente a altas temperaturas, ao longo da
mostura e da fervura, e, enzimaticamente, durante a fermentacdo, quando usadas
leveduras Ale, Saccharomyces cerevisiae, com atividade Pof" (phenolic off-flavor
positivo) (VANBENEDEN et al., 2007). Porém, outro composto aromatico pode ser
gerado pelo mesmo mecanismo de descarboxilagdo do &cido cindmico (ACC),
resultando no estireno. Esse composto, ao contrario do 4VG, é indesejavel por sua
toxicidade (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer (IARC), 2018).

Sendo assim, parar manter uma alta eficiéncia de processo, com base nos
parametros gerais de controle e otimizar a formacéo do 4VG e do estireno, alguns
parametros foram avaliados com base em informagbes obtidas em estudos da
literatura. A Cerveja de Trigo € tradicionalmente produzida com uma propor¢ao entre
50 e 70% de malte de trigo (MT), sendo o restante de malte de cevada (MC)
(STRONG, ENGLAND, 2015; PAPAZIAN et al.,, 2017). A temperatura e o pH de
mostura tém influéncia direta na atividade de todas as enzimas presentes na etapa,
inclusive das enzimas responsaveis pela extracdo dos precursores dos CVAs, que
atuam melhor em temperaturas proximas a 45 °C (MCMURROUGH et al., 1996;
COGHE et al.,, 2004) e pH em torno de 5,8 (VANBENEDEN et al. 2008b). Ja a
concentracao inicial de levedura e a temperatura de fermentacdo sao diretamente
proporcionais a atividade enzimatica, acelerando a producéo de todos os produtos e
subprodutos do metabolismo celular (SCHWARZ, BOITZ, METHNER, 2012;
SCHWARZ, STUBNER, METHNER, 2012; GRANVOGL, LANGOS, 2016).

1.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar os parametros de processo, com a
intencdo de otimizar o rendimento das etapas de brassagem e fermentacdo e
analisar a presenca dos &cidos fendlicos, ferulico e cinamico, precursores

respectivamente do 4VG, desejavel, e estireno, indesejavel na Cerveja de Trigo.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

DefinicAo dos parametros de processo das etapas de brassagem e
fermentacdo com base em informacdes de estudos da literatura.
Determinacéo da(s) melhor(es) condicao(6es) dos parametros de brassagem,
pela avaliacdo da variacdo da concentracdo de solidos dissolvidos, ESD
(°brix) e do pH.

Determinacdo da(s) melhor(es) condicdo(6es) dos parametros de
fermentacdo, pela avaliacdo da variacdo da concentracdo de solidos
dissolvidos, ESD (°brix), teor alcodlico (v/v) e do pH.

Anadlise da variacdo da presenca dos acidos ferdlico e cindmico, nas duas
etapas do processo, nas condi¢cbes estudadas.
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2 FUNDAMENTACAO

Na producéo de Cerveja de Trigo, como em qualquer outro tipo de cerveja,
alguns parametros analiticos basicos, como a concentracdo de sélidos dissolvidos,
ESD, (°brix), o pH, o teor alcodlico e a viabilidade celular, devem ser medidos para
manterem a normalidade do processo e a qualidade do produto. Entretanto, para
esse tipo de cerveja, além desses parametros gerais de producdo, outros também
sdo importantes, como a geracdo dos CVAs (STRONG, ENGLAND, 2015;
PAPAZIAN et al.,, 2017). Sendo uns desejaveis, como 0 4-viniguaicol, por gerar
caracteristicas sensoriais adequadas ao estilo, e outros indesejaveis, como 0
estireno, devido a sua toxicologia (GRANVOGL, LANGOS, 2016).

2.1 MERCADO DE CERVEJA ARTESANAL NO BRASIL

Cerveja € a bebida alcoodlica mais consumida no Brasil, sendo o terceiro maior
consumidor do mundo, com 12.401.000 quilolitros no ano de 2019, que representa
6,6% do consumo global (KIRIN HOLDINGS COMPANY, 2020). Em termos de
producédo, o Brasil também esta em terceiro no rank mundial, com 14.137.900
quilolitros no ano de 2018, apresentando um crescimento de 36,7% desde 2008 até
2018 (KIRIN HOLDINGS COMPANY, 2019). As cervejas do tipo Lager, produzidas
pelas grandes cervejarias como Ambev, Heineken e Grupo Petrépolis, representam
98% do consumo no pais. JA as cervejas artesanais, embora representem uma
pequena parcela do mercado, estdo em tendéncia de crescimento, evidenciado pela
guantidade de cervejarias artesanais registradas nos ultimos anos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), érgédo responsavel pelo controle e
pela fiscalizacdo da producdo de bebidas alcodlicas no pais. Em 2008, menos de
100 cervejarias foram registradas; ja em 2018, o pais possuia 835. (DIAS, FALCONI,
2018). Sendo assim, com o0 aumento de demanda das cervejas artesanais, a
pesquisa cientifica em relacdo aos diversos aspectos dessas cervejas € importante
para suprir a necessidade de melhoria continua das caracteristicas sensoriais Unicas

de cada estilo de cerveja.
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2.2 CARACTERISTICAS DA CERVEJA DE TRIGO

A Cerveja de Trigo tem sua histéria datada ha centenas de anos na Bavaria,
regido da Alemanha. A Weissbier, como é tradicionalmente conhecida, apresenta
uma aparéncia turva, uma espuma densa e persistente, uma alta carbonatacdo e
notas sensoriais frutadas de banana e cravo, além de uma leve presenca de notas
sensoriais de pdo vindas do malte de trigo, sendo a receita constituida de 50 a 70%
de malte de trigo e o restante de malte de cevada. Nesse estilo, o lUpulo esta
presente em baixa concentracdo com a finalidade de balancear o dulgor dos maltes.
Outras variedades de cerveja de trigo surgiram com o0 tempo, como a Dunkle
Weissbier, a Weizenbock, a Berliner Weisse, a Witbier e a Cerveja de Trigo
Americana, sendo alteradas algumas caracteristicas da tradicional cerveja da
Bavaria, porém sempre mantendo o carater sensorial fermentativo (STRONG,
ENGLAND, 2015; PAPAZIAN et al., 2017).

2.3 PROCESSO DE PRODUCAO

O processo de producédo de Cerveja de Trigo pode ser dividido em duas
principais etapas: brassagem e fermentacdo. Em resumo, na primeira etapa, 0S
componentes complexos dos maltes, como o amido, sédo solubilizados em agua e
degradados enzimaticamente, resultando em um liquido, chamado de mosto, com
componentes mais simples, como acucares. Na segunda etapa, 0os componentes
simples do mosto sdo metabolizados pelas leveduras, gerando como principais
produtos, o etanol e o gas carbbnico, resultando nas cervejas (PALMER, 2017,
KUNZE, 2010). Essas etapas possuem subetapas, como mostrado na Figura 1 e

como sera explicado em seguida.

Figura 1 — Etapas do processo de producéo de cerveja

Mostura Clarificacao Fervura

Maturagdo /
Carbonatagdo / Fermentagao
Envase

Resfriamento /
Oxigenagado

- Brassagem - Fermentagéo
Fonte: O Autor, 2020.
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2.3.1 Brassagem
2.3.1.1 Moagem

A primeira etapa do processo é a moagem. Nela, os maltes sdo moidos para
gue seus componentes internos possam ser hidrolisados e para que as enzimas do
processo atuem mais facilmente. Entretanto, a maneira como é realizada a moagem
dos maltes depende do tipo de processo produtivo aplicado. Na maioria das
cervejarias atuais, realiza-se a etapa de clarificacdo, que tem como fundamento o
uso das cascas dos maltes como meio filtrante para separar a fase liquida da sélida
e para extrair 0 maximo de acucar delas, elevando a eficiéncia do processo. Dessa
forma, para conseguir gerar um meio filtrante adequado com o maximo de eficiéncia
de extracao de acucar dois pontos precisam ser avaliados na moagem: a integridade
das cascas e a disponibilidade do material interno dos maltes. Em resumo, as
cascas precisam estar as mais intactas possiveis, para se ter uma melhor filtracao
durante a clarificacdo, ao mesmo passo que o material interno do malte deve estar o
mais exposto a agua e a atividade enzimatica. Sendo assim, para atingir nivel de
guebra ideal durante a moagem, faz-se necessario o ajuste do espacamento dos
rolos do moinho. De acordo com Kunze (2010), em um moinho de 2 rolos, por

exemplo, o espacamento ideal entre eles esta em torno de 0,8 mm.

2.3.1.2 Mostura

Durante a mostura, o0os maltes moidos s&do misturados com agua e
condicionados a faixas de temperatura especificas durante tempos predeterminados,
chamadas de rampas de temperatura. Cada rampa de temperatura possui sua
funcdo no processo e esta ligada a atuacdo de um grupo de enzima especifico. Um
dos grupos de enzimas mais importante é o das amilases, sendo as principais a a-
amilase e a B-amilase. Elas quebram o amido presente nos maltes, estruturas
compostas por varias moléculas de glicose unidas, em acglcares fermentesciveis ou
nao, em um processo conhecido como sacarificacdo. Essas enzimas atuam
diferentemente na quebra dos amidos. A a-amilase hidrolisa as ligacGes entre as
glicoses produzindo polimeros de glicose de varios tamanhos, como glicose, maltose
e maltotriose. J& a B-amilase ndo tem capacidade de quebrar a estrutura em
moléculas Unicas de glicose, mas, apenas, ho maximo, em maltose (dissacarideo

com duas moléculas de glicose), o que resulta na formagdo de uma maior
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quantidade de acUcares de cadeias mais longas ndo fermentesciveis. Da mesma
forma que a atuacdo dessas enzimas é diferente, as condi¢Bes de temperatura e de
pH também sado. A a-amilase trabalha em uma faixa étima entre 63 e 70 °C e de pH
entre 5,6 e 5,8 e a B-amilase, na faixa de temperatura de 55 e 65 °C e 5,4 e 5,6 de
pH (MOSHER, TRANTHAM, 2016).

Ap6s o término das rampas de temperatura enzimaticas e antes da
clarificagdo do mosto, uma outra rampa, chamada de “mash out”, é utilizada. Nela, a
temperatura do mosto é elevada para em torno de 77 °C, com o intuito de cessar a
atividade enzimatica e manter o perfil de compostos fermentesciveis, pois as
enzimas se desnaturam nessa condicdo, e de reduzir a viscosidade do mosto,

facilitando a etapa seguinte de clarificagdo (PALMER, 2017).

2.3.1.3 Clarificacao

Nessa etapa, 0 objetivo € a separacédo das fases sdlida e liquida obtidas na
mostura. Na industria, existem varias maneiras de fazer isso, sendo a mais comum,
0 uso de uma segunda tina, chamada de tina de clarificacdo. Esse equipamento
possui, na sua secdao inferior, uma placa com varios buracos, que funciona como
uma peneira que retém a fase sélida da liquida. A medida que o liquido é transferido
por baixo da tina, os maltes sdo lavados com agua quente para facilitar a filtracao e
extrair o maximo de acucar ainda presente neles (MOSHER, TRANTHAM, 2016).

2.3.1.4 Fervura

Nesse momento, Varios processos importantes acontecem, como a extragao e
a transformacédo das substancias de amargor e sabor dos lUpulos adicionados, a
formacdo e a precipitacdo de proteinas, a evaporacdo da agua e consequente
volatilizacdo de compostos indesejaveis e a esterilizagdo do mosto. Apds o tempo
predeterminado de fervura, geralmente entre 60 e 90 minutos, os residuos sélidos do
mosto gerados sdo separados. O procedimento mais comum € conhecido como
“Whirpool”, que é um método simples, na qual o mosto é rotacionado dentro da tina,
fazendo com que o sedimentado sélido se posicione no centro e, assim, facilite a

transferéncia da fase liquida para a etapa de fermentacao (KUNZE, 2010).



19

2.3.1.5 Resfriamento e oxigenacao

7z

Durante a transferéncia para o fermentador, o mosto é esfriado a
temperaturas proximas a temperatura de fermentacdo das leveduras, que varia de
acordo com o tipo. Existem dois tipos principais de leveduras, leveduras do tipo
Lager, que fermentam em temperaturas baixas, geralmente na faixa de 10 a 13 °C, e
leveduras do tipo Ale, que fermentam em temperaturas mais elevadas, idealmente
na faixa 18 a 21 °C. No caso especifico de Cerveja de Trigo, a levedura usada € do
tipo Ale (WHITE, ZAINASHEFF, 2010). Outro parametro de pré-fermentacdo
controlado € o oxigénio dissolvido do mosto. Ele é importante durante a primeira
etapa de fermentacdo, a adaptacdo celular, fase em que as leveduras sintetizam
acidos graxos insaturados e esterois, componentes estruturais fundamentais para a
boa permeabilidade de suas membranas celulares sendo, assim, importantes para
sua reproducdao e vitalidade (KUCHARCZYK, TUSZYNSKI, 2017).

2.3.2 Fermentacéo

O mosto esfriado e oxigenado € entdo misturado com uma quantidade
predeterminada de levedura para iniciar a etapa de fermentacédo. Nessa etapa, nao
s6 ocorre a conversao dos acucares em etanol e dioxido de carbono mas também a
formacdo de produtos secundarios desejaveis ou indesejaveis. A maneira como
esses compostos sdo produzidos depende das condicbes em que a levedura esta
adaptada. Por essa razéo, é importante entender o metabolismo da levedura e como
ele é afetado por certos parametros, como a temperatura, o pH, o tempo, a
concentragdo de acucar e a concentracao inicial de levedura (WHITE, ZAINASHEFF,
2010). A fermentacdo pode ser dividida em trés fases: a fase de adaptacéo, a fase

de crescimento logaritmico e a fase de maturacéo.

2.3.2.1 Fase de adaptacéo

Durante a fase de adaptacdo, ocorre o ajuste do metabolismo celular que
depende da concentracgdo inicial dos acucares e dos nutrientes presentes no mosto
e das condicOes de temperatura e pH do meio. Nessa etapa, a levedura utiliza suas
reservas de glicogénio e lipideos, com o oxigénio dissolvido do mosto para sintetizar

esterdis e acidos graxos, compostos importantes na estrutura e na permeabilidade
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da membrana celular, ou seja, importante para a reproducéo celular. Essa fase dura
normalmente entre 12 e 24 horas em fermentacao de leveduras do tipo Ale (WHITE,
ZAINASHEFF, 2010).

2.3.2.2 Etapa de crescimento logaritmico ou fermentacao primaria

Ap6s a adaptacdo celular, inicia-se a fermentacdo priméria, fase de
reproducao celular, em que ha o consumo dos acgUcares fermentesciveis e a geracado
do etanol, do di6xido de carbono e de outros produtos secundarios de fermentacéo,
como € caso do 4-vinilguaicol (4VG), composto fendlico desejavel mais importante
no estilo de Cerveja de Trigo. A duracédo dessa fase em cervejas do tipo Ale € em
torno de 3 dias, sendo mais rapida comparada com a do tipo Lager, em média de 5
dias. Isso ocorre devido ao uso de uma maior temperatura inicial de fermentacao
gue acelera o metabolismo celular. Dessa forma, a avaliagdo desse parametro é
importante para obter uma alta taxa de consumo de agucar e de producéo de alcool,
somado a producédo do 4VG em nivel equilibrado para o estilo. Além da temperatura
de fermentacdo, outros fatores que refletem na atividade celular também sé&o
importantes, como a concentragao inicial de células e a viabilidade celular (WHITE,
ZAINASHEFF, 2010). Nessa etapa também ocorre uma reducédo substancialmente
para valores em torno de 4,3 a 4,6 devido a formacdo de acido organicos e as

reacdes metabolicas na qual ions H* sdo liberados (KUNZE, 2010).

2.3.2.3 Maturacdao, carbonatacéo e envase

Com a reduc¢éo da concentracdo de acucares do mosto, a atividade celular é
diminuida, e o processo entra em outra fase, a maturacdo. A maturacao € dividida
em duas etapas: (1) descanso diacetil, na qual a temperatura é elevada em torno de
5 °C com a finalidade de usar o proprio metabolismo celular para consumir
compostos indesejaveis, como o diacetil e o acetaldeido (WHITE, ZAINASHEFF,
2010) e (2) maturacao, na qual a temperatura € reduzida a valores préximos a 0 °C,
com o objetivo de decantar a levedura e outros compostos que provocam turbidez a

cerveja e deixa-la pronta para ser carbonatada e envasada (PALMER, 2017).
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2.4 COMPOSTOS VINILICOS AROMATICOS

Um dos grupos de moléculas responsavel pela caracteristica sensorial da
Cerveja de Trigo é o grupo de compostos vinilicos aromaticos (CVAs), sendo a
molécula mais importante o 4-vinilguaicol (4VG), que é conhecido pelo carater de
cravo. Esse composto é formado pela reacdo de descarboxilagdo de um &cido
fendlico (AF), comum nos diversos tipos de maltes usados na producéo de cerveja, o
acido ferulico (AFC) (LENTZ, 2018). Ja o estireno, um CVA nédo desejavel na
Cerveja de Trigo, também pode ser produzido pela mesma reacdo (GRANVOGL,
LANGOS, 2016; SCHWARZ, BOITZ, METHNER, 2012; SCHWARZ, STUBNER,
METHNER, 2012)

2.4.1 Origem

Os acidos fendlicos sdo os compostos fendlicos mais abundantes nos maltes
utilizados na producédo de cerveja. Eles sao divididos em dois outros grupos: 0s
derivados do acido cinamico (A), ou acidos hidroxicinamicos (AHCS), e os derivados
do acido benzoico (B), ou acidos hidroxibenzoicos (AHBs). O AFC faz parte do
grupo derivado do AHCs, como pode ser visualizado por suas estruturas
moleculares (Figura 1). (SANCHEZ-MALDONADO, SCHIEBER, GANZLE, 2011;
WANNENMACHER, GASTL, BECKER, 2018).

Figura 2 — Estruturas dos acidos hidroxibenzoicos (AHBS), hidroxicindmicos (AHCs) e
fertlico (AFC)

AHBs AHCs HO, 0
o OH
>
Rs R
Rs Ry
Rq Ry
Ry R,
Rs
Ry
AFC  HLCO 0

HO@—HGH

Fonte: Sanchez-Maldonado, Schieber, Ganzle (2011); Wannenmacher, Gastl, Becker
(2018).
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Nos maltes, a maior parte dos AFs estdo presentes na forma insolUvel através
de ligacbes ésteres a carboidratos da parede celular e, em uma menor
concentracdo, nas formas sollveis, como acido livre ou como &cidos conjugados a
acucares (WANNENMACHER, GASTL, BECKER, 2018). Os &cidos derivados dos
AHCs, como o AFC, estdo presentes, principalmente, por ligacdes ésteres a
arabinoxilanas (AXs) que, segundo lzydorczyk (2019), é o polissacarideo néo
celulésico mais abundante na parede celular dos cereais. De acordo com Lentz
(2018), mais de 90% desses acidos presentes nos maltes possuem ligacéo éster, e
a liberacédo deles no mosto ocorre principalmente durante o processo de mostura
através da acdo conjunta de enzimas degradantes de AXs, como as B(1-4)-
endoxilanases, as B-D-xilopiranosidases e as a-L-arabinofuranosidases (JAMAR,
JARDIN e FAUCONNIER, 2011) e de enzimas do grupo cinamoil esterases que

esterificam os AFs em acidos fendlicos livres e sollveis.

2.4.2 Percepcdao sensorial e mecanismo de formacao

Para serem sensorialmente perceptiveis em determinada bebida, as
moléculas, em geral, precisam atingir valores minimos de percep¢ao sensorial
(VMPS), que é a concentracdo da substancia, em mg.L?, na qual seu sabor é
detectavel. Quanto menor o VMPS de um composto, mais facil de detecta-lo
(SPEEDING, AIKEN, 2015). Os &acidos fendlicos livres apresentam, geralmente,
VMPS altos (em torno de 600 mg.L!), e ndo afetam o sabor da cerveja, porém suas
concentracfes sdo parametros importantes no processo, ja que eles sdo os
precursores dos CVAs que apresentam VMPS mais baixos. O 4VG, produto do
AFC, por exemplo, tem VMPS de 0,3 mg.L%, e é facilmente perceptivel no sensorial
da cerveja (CUI et al., 2015).

A transformacdo do AFC em 4VG se da pela reacdo de descarboxilagédo, ou
seja, quando ocorre a remocdo de uma molécula de CO2 de suas estruturas. Ela
pode ocorrer de duas maneiras ao longo do processo de producdo de cerveja: por
tratamento térmico a altas temperaturas e pela atividade enzimatica em alguns tipos
de microrganismos, como a levedura Ale Saccharomyces cerevisiae, também usada
na fermentacéo de cervejas de trigo (Figura 2) (VANBENEDEN et al., 2007).
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Figura 3 — Descarboxilacéo térmica e enzimética do &cido ferulico (AFC) em 4-viniguaicol

(4VvG)
o CO2
H4CO m/l o A HicO N
HO Enzimatica/AT  HO
Acido ferulico (AFC) 4-viniguaiacol (4VG)

Fonte: Schwarz, Boitz, Methner, 2012.

Durante a mostura, a ocorréncia da descarboxilacdo dos AFs em CVAs é
inconclusiva com os dados estudados. De acordo com Coghe et at.(2004) e
McMurrough et al. (1996), ndo ha descarboxilacdo dos AFC em 4VG em
temperaturas de mostura, abaixo de 80 °C. Ja Granvogl e Langos (2016)
apresentam resultados que comprovam, mesmo que em uma quantidade pequena,
a ocorréncia dessa reagdo na mostura, com valores de 62,8 ug.L* e de 55,4 ug.L?
do 4VG, em dois mostos diferentes. Em contrapartida, em temperaturas mais altas,
entre 90 a 100 °C, atingidas na etapa de fervura, todos os trés autores tiveram a
mesma conclusdo de que a concentracdo do 4VG aumenta com o tempo, a medida

gue a concentracao de seu precursor é reduzida.

A habilidade em converter AFs em CVAs por descarboxilacdo enzimatica esta
presente em alguns microrganismos como bactérias entéricas (GU et al., 2011),
bactérias lacticas (OKCU et al., 2015), leveduras selvagens, como a Brettanomyces
bruxellensis (MADSEN et al., 2016) e as leveduras do tipo Ale (Saccharomyces
cerevisiae) também usada na fermentacdo da Cervejas de Trigo (GRANVOGL,
LANGOS, 2016). Ao contrario das leveduras do tipo Lager, as leveduras Ale
possuem enzimas PAD1 (phenylacrylic acid decarboxylase ou fenil acrilico
descarboxilase) e FDC1 (ferulic acid decarboxylase ou acido ferulico
descarboxilase), responsaveis pela descarboxilagcdo dos AFs durante a fermentacéo
(MUKAI et al., 2010).

2.4.3 Estireno e toxicologia

Da mesma forma que o 4VG, o estireno, molécula encontrada em varios tipos
de alimentos, como, por exemplo, café, carne e canela, € um produto da

descarboxilagdo do acido cinamico, também presente nos diversos maltes durante o
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processo de producdo de cerveja. A descarboxilacdo enzimética acido cindmico em
estireno (Figura 3) ocorre em paralelo com a do AFC pelas mesmas enzimas PAD1
e FDC1 presentes nas leveduras Ale (SCHWARZ, BOITZ, METHNER, 2012;
SCHWARZ, STUBNER, METHNER, 2012).

Figura 4 — Descarboxilagéo térmica e enzimética do acido cinamico (ACC) em estireno

0 CO2
WOH . NS
Enzimética/AT o
Acido cinamico (ACC) Estireno

Fonte: Schwarz, Boitz, Methner (2012).

Durante uma conferéncia em Lion (Franca), 23 cientistas de 12 paises
avaliaram a carcinogenicidade do estireno e do 7,8-dioxido de estireno, metabolito
do estireno. Ambos os compostos foram classificados no Grupo 2A, como provavel
carcinogénico a humanos, baseados na alta evidéncia de carcinogenicidade em
experimentos animais, porém com evidéncias limitadas em experimentos humanos.
Entretanto, alguns fatos deram maiores suportes a essas classificacdes.
Primeiramente, foi evidenciado que o estireno € absorvido, distribuido e
metabolizado rapidamente no organismo humano. Ja o 7,8-diéxido de estireno tem a
capacidade de se ligar covalentemente ao DNA, criando um aduto de DNA e dando
inicio ao processo cancerigeno (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer
(IARC), 2018).

2.5 PARAMETROS DO PROCESSO

Alguns parametros do processo de producdo de Cerveja de Trigo foram
escolhidos com intencdo de manter uma alta eficiéncia de processo, ou seja,
mantendo controle dos parametros basicos, como a formacdo de acucar (solidos
dissolvidos), o pH, o teor alcodlico e a viabilidade celular, além de otimizar a
formacdo dos compostos fendlicos caracteristicos para estilo de cerveja. Com base
na literatura, os parametros variados foram a proporcdo dos maltes, a temperatura
de mostura relacionada a extracdo dos AFs, a concentracdo inicial da levedura e a
temperatura inicial de fermentacdo (SCHWARZ, BOITZ, METHNER, 2012;
SCHWARZ, STUBNER, METHNER, 2012; GRANVOGL, LANGOS, 2016).
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2.5.1 Proporgao de maltes

No processo de producao de Cerveja de Trigo da Alemanha, os principais
maltes usados sdo o de trigo (MT) e o de cevada (MC), com uma proporcédo de MT
variando de 50 a 70% (STRONG, ENGLAND, 2015; PAPAZIAN et al., 2017). Essa
variacao pode ter uma influéncia nos parametros de qualidade do processo devido
as mudancas da composicdo quimica desses maltes. Geralmente, o malte de trigo
possui uma maior concentracao de proteinas comparado ao malte de cevada. Esse
aumento faz com que haja um maior impedimento na hidratacdo das moléculas de
amidos, ja que elas estdo presentes. inicialmente englobadas por uma matriz
proteica. Isso resulta, portanto, na reducéo da capacidade de atuacdo das amilases
durante a mostura e, consequentemente, na extracdo dos agucares fermentesciveis
(JIN, ZHANG, DU, 2008). Sendo assim, existe a hipotese de que mostos produzidos
com uma proporgdo maior de MT possuam uma menor concentragdo de agucar e

gerem cervejas com menores teores alcodlicos.

O conteudo dos compostos fendlicos em maltes pode variar dependendo do
processo de malteacdo, da condigéo climatica do plantio do cereal, da maneira como
€ transportado até a producéo cervejeira e, também, do tipo de malte usado (LENTZ,
2018). Entédo, a variacdo da propor¢cdo de maltes pode influenciar na formacdo dos
CVAs. A Tabela 1 apresenta trés estudos sobre a analise de diferentes acidos

fendlicos em malte de cevada (MC) e malte de trigo (MT).

Tabela 1 — Diferenca ha concentracao de acidos fendlicos em malte de cevada e malte de

trigo
Referéncia Matéria-prima Acido Fendlico Concentragao (ug.g™)
Gangopadhyay et al. Grao de cevada  Acidos ferdlico / cafeico 277,7148/2,1
(2016) / p-cumarico
Cai etal. (2015) Malte de Acidos fertlico / 1,64 - 11,27 /0,65 - 3,56
cevada p-cumarico
Langos et al. (2015) Malte de Acidos fertlico / 2,76/1,31/1,15
cevada p-cumarico / cindmico
Malte de trigo Acidos fertlico / 1,35/0,52/0,16

p-cumarico / cinamico

Fonte: O Autor, 2020.
De acordo com a Tabela 1, no estudo feito por Gangopadhyay et al. (2016),
para grdo de cevada, a concentragdo do AFC foi de 277,7 ug.g* de peso seco de
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cevada, em comparagdo a 4,8 e 2,1 ug.g?! dos A&cidos cafeico e p-cumarico,
respectivamente. J4 Cai et al. (2015) avaliaram 68 diferentes genomas de malte de
cevada e obtiveram concentracfes de AFC variando de 1,64 a 11,27 e de &cido p-
cumarico (APC) de 0,65 a 3,56 ug.g*. Lango et al. (2015) analisaram tanto malte de
cevada como malte de trigo. Para malte de cevada, os valores médios de AFC, APC
e acido cindmico (ACC) foram de 2,76 ug.g*, 1,31 e 1,15 ug.g?, respectivamente. E
para malte de trigo, os valores foram de 1,35 ug.gt, 0,52 e 0,16 de ACC. Esses
valores demonstram que, primeiramente, AFC tende a ser o acido fendlico mais
abundante entre esses maltes. Segundo o estudo de Langos et al. (2015), nas
mesmas condicbfes de malteacdo, de plantio e manuseio, em malte de trigo, a
concentragdo de AFC é 8,44 vezes maior que a de ACC e, em malte de cevada,
apenas 2,40. Em resumo, aumentando a propor¢do de malte de trigo, a cerveja
tende a apresentar maiores concentracbes do precursor do 4VG e menores do

precursor do estireno.

A proporcdo de maltes também influencia a atividade enzimatica durante a
etapa de mostura. Coghe et al. (2004) estudaram mostos produzidos com 100% de
malte de cevada, 70/30% malte de cevada/malte de trigo, 40/60% malte de
cevada/malte de trigo, e 100% de malte de trigo, durante 1 hora de mostura e apos a
clarificacdo. Eles concluiram que em todos os mostos, a concentracdo de AFC
aumenta durante a mostura e estabiliza durante a clarificacdo. Porém, os mostos
com aumentos mais significativos foram os com maiores quantidades de MC. Uma
possivel explicacdo para isso € que malte de trigo possui proteinas inibidoras da
enzima xilanase, degradante de AXs, o que reduz a extracdo dos acidos fendlicos no
mosto (DEBYSER, DELVAUX, DELCOUR, 1997; JAMAR, JARDIN e FAUCONNIER,
2011).

2.5.2 Temperatura e pH de mostura

A temperatura de mostura € um dos principais parametros do processo para
otimizacdo de performance enzimatica, que influencia para melhorar a extracdo e a
solubilizacdo dos componentes dos maltes e, consequentemente, melhorar a
atenuacdo fermentativa das leveduras. As diferentes enzimas do processo de
mostura possuem faixas 6timas de temperatura, como a a-amilase (63 a 70 °C) e a

B-amilase (55 a 65 °C) e, por elas terem uma diferente atuacdo na quebra das
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estruturas moleculares dos amidos, é importante ativa-las separadamente para obter
melhores rendimentos de extracdo de acucares fermentesciveis e producéo
alcodlica durante a fermentacdo (PALMER, 2017).

Na producdo de Cerveja de Trigo, também € importante avaliar a faixa de
temperatura 6tima das enzimas responsaveis pela liberacdo dos AFs durante a
mostura. Para o AFC, alguns estudos obtiveram conclusbes similares dessa

temperatura 6tima (Tabela 2).

Tabela 2 — Temperatura 6tima para extracdo de acidos fendélicos na etapa de mostura

Referéncia Acido fenodlico Temperatura 6tima (°C)
Mcmurrough et al. (1996) AFC 45
Coghe et al. (2004) AEC 45
Schwarz, Boitz, Methner (2012) AFC e ACC 45
Vanbeneden et al. (2008b) AFC 40
Cui et al. (2015) AEC 44

Fonte: O Autor, 2020.

Mcmurrough et al. (1996) concluiram que, a 45 °C, ha uma maior atividade da
enzima feruloil esterase, responsavel pela extracdo desse AF e que, a 65 °C, ocorre
sua desnaturacdo. Coghe et al. (2004) também obtiveram 45 °C como valor 6timo,
atribuindo esse resultado ao aumento da acdo combinada de enzimas que
degradam AXs e enzimas que liberam AFCs nessa temperatura. Schwarz, Boitz,
Methner (2012), além de obterem esse valor 6timo para o AFC, concluiram, que,
nessa mesma temperatura, também ha uma maior liberacdo de &cido cinamico
(ACC), com reducdes a partir de 65 °C, o que sugere que a enzima cinamoil
esterase desnatura na mesma temperatura de desnaturacdo da feruloil esterase.
Outras temperaturas também foram obtidas como 6timas: Vanbeneden et al.
(2008b), 40 °C e Cui et al. (2015) definiram 44 °C, gerando certa inconclusdo e uma
necessidade de novas investigacfes para uma conclusdo mais segura na escolha

desse parametro.

O parametro de pH, da mesma forma que a temperatura de mostura, possui

valores 6timos para a atividade dessas enzimas (Tabela 3).
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Tabela 3 — pH 6timo para as enzimas a-amilase, -amilase, feruloil esterase e cinamoil

esterase
Referéncia Enzimas pH 6timo
Mosher, Trantham (2016) a-amilase e B-amilase 54-5.8
Vanbeneden et al., (2008b) Feruloil esterase 5.8
Schwarz, Boitz, Methner (2012) Feruloil esterase e cinamoil 5,4 - 6,6 e pH neutro
esterase

Fonte: O Autor, 2020.

De acordo com a Tabela 3, a faixa Otima para extracdo de acUcares
fermentesciveis pelas enzimas a-amilase e B-amilase é de 5,4 e 5,8 (MOSHER,
TRANTHAM, 2016). Ja segundo Vanbeneden et al., (2008b), o pH otimo para
extracdo de AFC é de 5,8 devido a maior atividade da enzima feruloil esterase.
Scwarz, Boitz, Methner (2012) obtiverem uma faixa de pH 6timo entre 5,4 e 6,6 em
relacéo a extracao do AFC, e concluiram que a extracdo do ACC é favorecida com o

aumento de pH, ou seja, em valores neutros de pH.

2.5.3 Tempo de fervura

Durante a fervura, parte dos AFs sdo transformados em seus respectivos
CVAs pela reacéo de descarboxilacéo térmica. De acordo com Coghe et al. (2004), a
formacdo de 4VG aumenta com o tempo de fervura, atingindo, aproximadamente, o
VMPS apoés 3 horas. Entretanto, parte do 4VG também evapora junto com outros
componentes volateis, reduzindo a concentracdo em tempos excessivos. Langos et
al. (2016), ao avaliar a formacao de 4VG e estireno durante a fervura, concluiram
gue a descarboxilacdo térmica é mais eficiente nessa etapa do que na mostura
devido as maiores temperaturas. Eles apresentaram também que ocorre uma maior

formacédo de 4VG comparado a de estireno.

2.5.4 Tipos e concentracdao inicial de levedura

Existem dois grupos principais de leveduras usadas na producao dos tipos de
cervejas mais conhecidas: leveduras de baixa fermentacdo ou leveduras do tipo
Lager (Saccharomyces pastorianus) e leveduras de alta fermentacdo ou leveduras
do tipo Ale (Saccharomyces cerevisiae), da qual a levedura usada na Cerveja de

Trigo faz parte. Essas leveduras diferem em alguns pontos importantes. As
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leveduras do tipo Lager fermentam em temperaturas iniciais consideradas baixas,
em torno de 12 °C, resultando em uma fermentagcdo mais lenta e, geralmente,
floculam e decantam facilmente no final da fermentacéo primaria. Ja as leveduras do
tipo Ale fermentam em temperaturas mais elevadas, em torno de 20 °C, resultando
em uma fermentacdo mais vigorosa e nao floculam bem, tornando a cerveja mais
turva (KUNZE, 2010).

Essas leveduras também sao diferentes em relacdo a formacdo de
subprodutos de fermentacdo. Enquanto as Lager sdo conhecidas por néo ter
concentragfes significativas de compostos que geram caracteristicas sensoriais a
cerveja, as Ale geram diferentes tipos de subprodutos, como ésteres, aldeidos,
fendlicos etc., como as leveduras utilizadas na producao de Cerveja de Trigo. Essas
leveduras séo phenolic off-flavor positivo (Pof*) , que significa que elas sdo capazes
de gerar compostos fenolicos. De acordo com Vanbeneden et al. (2008a), essas
leveduras possuem a enzima fenil acrilico acido descarbolixase (PAD1) e acido
ferulico descarboxilase (FDC1), que, por uma agao conjunta, Sdo responsaveis pela

transformacéao do AFC em 4VG.

A concentracao inicial de levedura também tem influéncia na performance de
fermentacdo. Foi visto que, ao elevar a concentracdo de células no inicio da
fermentacdo, ha uma maior eficiéncia na taxa de consumo de acucar e producéo de
alcool ao longo do tempo. Isso porque, a taxa de reducédo de extrato de acucar,
denominada pelos autores de poder de fermentacdo, aumentou com a elevacao da
concentracdo de levedura de 10, 20, 40, 80 e 120x10° células.ml* (VERBELEN et
al., 2008).

Em relacdo ao estireno, foi encontrado que ha uma tendéncia no aumento
desse composto com 0 aumento da concentracao inicial de células de leveduras.
Schwarz, Boitz, Methner (2012), ao reproduzir trés fermentacbes em condicdes
idénticas, mas com diferentes concentracdes iniciais de levedura (4,6, 8,5 e 12,2x108
células.ml't), observou uma maior diferenca do estireno se comparar o mosto
fermentado com 4,6 milhGes de células.ml"* com os outros dois, 8,5 e 12,2 milhdes
de células.mlt. Com esse resultado, é possivel que a formacdo do 4VG deva ter

uma mesma tendéncia e precisa ser investigado.
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2.5.5 Temperatura de fermentagéo

A temperatura de fermentacdo, além de ser um pardmetro que impacta na
atenuacédo celular, também influencia na formacdo dos CVAs. Cui et al. (2015),
fizeram a avalicdo do aumento de temperatura de fermentacéo (16, 18 e 20 °C) em
mostos produzidos com os mesmos parametros de producao na formacgao de 4VG.
Eles concluiram que a concentracdo de 4VG aumenta com o0 aumento da
temperatura de fermentacdo devido a maior atividade da enzima feruloil esterase

causada por essa variagao.

Schwarz, Stubner, Methner (2012) avaliaram a variacdo dos &cidos ferulico
(AFC), p-cumarico (APC) e cinamico (ACC), e dos CVAs, 4VG e estireno ao longo
de 7 dias de fermentacdo em duas temperaturas diferentes, 16 e 25 °C. Nesse
estudo, foi visto que em ambas as temperaturas, as concentracdes de AFC e APC
sédo reduzidas gradativamente ao longo da fermentacdo e que a concentracdo de
ACC é reduzida quase que completamente logo no primeiro dia. Dessa forma,
enquanto que o 4VG foi formado aos poucos durante a fermentacdo até chegar no
maximo apenas no sexto dia, o estireno foi formado ja no primeiro dia, reduzindo nos
dias subsequentes por volatilizacdo. Os autores também viram que o aumento da
temperatura acelerou esse perfil, principalmente na reducdo do ACC e producéo do

estireno no inicio da fermentacao.
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3 METODOLOGIA

Para obter um melhor desenvolvimento e compreensdo, o trabalho foi
realizado em trés etapas. Nas etapas 01 e 02 foi aplicado o planejamento de
experimento. Etapa 01: Analise de brassagem (mostura, clarificacdo e fervura),
usando um equipamento de bancada, parametros analisados: propor¢cao dos maltes
de trigo e de cevada e temperatura de mostura para extracado de acidos fendlicos,
chamada de descanso acido. Etapa 02: Escalonamento e automatizacdo da
brassagem com os parametros da etapa anterior. Etapa 03: Fermentacao:
pardmetros analisados: a concentracdo inicial de células de levedura e a
temperatura inicial de fermentagdo. Os resultados de extrato de solidos dissolvidos,
pH e presenca dos precursores de 4VG e estireno (acidos feralico e cinamico,

respectivamente) foram analisados utilizando um programa de anélise estatistica.

3.1 PRIMEIRA ETAPA

Nessa etapa, foi aplicada a ferramenta de planejamento experimental 22 mais
3 ensaios nos niveis centrais. A Tabela 4 apresenta os parametros independentes
escolhidos em cada nivel, escolhidos com base nos guias de cerveja (STRONG,
ENGLAND, 2015; PAPAZIAN et al., 2017) e nos estudos literarios do item 2.4.2
(MCMURROUGH et al., 1996; COGHE et al. 2004; SCHWARZ, BOITZ, METHNER,
2012; VANBENEDEN et al., 2008b; CUI et al., 2015).

Tabela 4 — Tabela de niveis do planejamento experimental da etapa de brassagem

Tabela de nivel da primeira etapa

~ Niveis
Parametro S0+
Propor¢céo de maltes (%MT) 50 60 70
Temperatura (°C) 40 45 50

A proporcdo de maltes de trigo/cevada (MT/MC) possui valores limites de
50/50% (-) e de 70/30% (+) e ponto central de 60/40% (0), e a temperatura do
descanso acido possui valores limites de 40 °C (-) e de 50 °C (+) e ponto central de
45 °C (0). Dessa forma, foram realizados, ao todo, 7 ensaios aleatoriamente (4 nos
limites e 3 nos pontos centrais). Para cada ensaio, foram extraidas 6 amostras, trés

durante a mostura (na metade de cada rampa de mostura) e mais trés nos tempos
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de 60, 85 e 90 minutos de fervura, com o intuito de avaliar a cinética da

descarboxilacédo térmica.

3.1.1 Brassagem

Para a producdo do mosto, usou-se uma manta térmica (marca Edutec,
Brasil). Esse equipamento possui um regulador de poténcia eletronico manual para
elevacao e controle da temperatura do mosto (Figura 5). No inicio da mostura de
cada brassagem, adicionou-se 350 ml de agua destilada em um béquer de 600 ml.
Assumindo-se uma razdo de volume de agua e peso de malte de 3,5 L.kg?, a
quantidade total de malte adicionado € de 100 g. Dessa forma, de acordo com o
planejamento apresentado na Tabela 3, os maltes foram divididos em 50/50, 60/40 e
70/30 (MT/MC em peso por g) para os niveis inferior, central e superior,

respectivamente.

Figura 5 — Manta térmica (Edutec, Brasil) usada para controle de temperatura durante a
mostura e a fervura

Fonte: O Autor, 2021.

3.1.1.1 Moagem

Os maltes foram primeiramente pesados através de uma balanca analitica da
marca BEL, e, em seguida, moidos a seco com um moedor manual da marca
Araceba (Figura 6). Nessa etapa, teve-se o cuidado de manter o padrdo de moagem
constante, ou seja, homogeneidade do tamanho dos grdos em cada ensaio,

controlando-se o espagamento do moedor.
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Figura 6 — Moedor manual a seco (Araceba, Brasil)

Fonte: O Autor, 2021.

3.1.1.2 Mostura

As condi¢cOes de temperatura da mostura estdo apresentadas na Tabela 5.
Foram selecionadas quatro rampas de temperatura: a primeira € o descanso acido,
parametro de temperatura variado nos ensaios; as proximas duas sdo as rampas
das enzimas B-amilase e a-amilase, responsaveis pela extracdo dos acucares e a
tltima é a rampa chamada de mash-out, utilizada para desativacdo enzimatica para
nao haver mais modificacdo do perfil de acucares. Todas as rampas foram
escolhidas de acordo com MOSHER, TRANTHAM, 2016; MCMURROUGH et al.,
1996; COGHE et al. 2004; SCHWARZ, BOITZ, METHNER, 2012; VANBENEDEN et
al., 2008b; CUI et al., 2015 e foram mantidas por 10 minutos para que essa etapa

nao durasse muito tempo.

Tabela 5 — Cronograma em minutos das rampas de mostura com o descanso acido, as
sacarificacbes de B-amilase e a-amilase e a desativacao enzimatica (mash-out)

Rampas de mostura Temperatura (°C)

Descanso acido 40 45 50
B-amilase 64
a-amilase 70

“Mash out” 77

Ao adicionar os maltes, que estdo em temperatura ambiente (em torno de 27
°C, no caso do laboratério), a &gua aquecida, a temperatura do sistema
naturalmente reduz. Dessa forma, para que a mostura seja iniciada na temperatura

exata da primeira rampa (descanso acido), € necessario que a temperatura inicial da
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agua esteja um pouco acima da temperatura dessa rampa. Esse valor de
temperatura foi calculado através da Equacéo 1 (PALMER, 2017).

Ty = [(%) X (T, — T1)] + T, (2)
Na qual: T, é a temperatura inicial da 4gua;

T, é a temperatura dos maltes secos (temperatura ambiente);

T, € a temperatura da primeira rampa (que depende do ensaio);

S é a capacidade de calor do grdo em relacdo a agua (40% ou 0,4 de

acordo com Palmer, 2017);
R é arazdo peso de agua e peso de maltes
Sendo, R = Ry, X p;
R, é arazao volume de agua e peso de maltes (3,5 L/kg) e

p € a densidade da agua (0,985 kg.L™1).

3.1.1.3 Clarificacéo

Apés o final da mostura, iniciou-se a clarificacdo. Nessa etapa, o residuo
sélido foi separado do mosto com auxilio de uma peneira e, em seguida, lavado com
350 ml de agua a 77 °C para aumentar o rendimento de extracdo dos acucares
remanescentes e controlar o volume do mosto. O mosto foi, entédo, transferido para

outro béquer de 600 ml para iniciar a fervura.

3.1.1.4 Fervura

O mosto resultante foi levado a fervura (100 °C) utilizando a manta térmica da
Figura 5 (marca Edutec, Brasil). Nessa etapa, foram retiradas trés amostras apds o
inicio da fervura (60, 75 e 90 minutos) para avaliar a descarboxilacdo térmica.
Optou-se por ndo adicionar lUpulo nessa primeira etapa jA que ele ndo é um dos

parametros a ser analisado no experimento.
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3.2 SEGUNDA ETAPA
3.2.1 Brassagem

A brassagem da segunda etapa foi realizada em um equipamento elétrico
com controle automatico de temperatura de escala superior de 10 litros (Modelo
Braumeister, Alemanha). Esse equipamento possui um sistema de resisténcias
internas para aquecimento, um sistema de bombeamento para homogeneizacao do
mosto e um sensor de temperatura conectado a um leitor digital (Figura 7). A Figura
Al do APENDICE A apresenta esquematicamente o funcionamento do equipamento
em todas as etapas da brassagem, desde a adicdo dos maltes moidos até o
resfriamento do mosto a ser fermentado. Durante a etapa de brassagem foram
retiradas 3 amostras de 10 ml durante a fervura nos tempos de 60, 75 e 90 minutos,
exatamente como foi feito na primeira etapa do projeto para comparar os resultados
de extracao de acgucares e de formacao dos CVAs.

Figura 7 — Equipamento de 10 litros, digital e automatico, e seus componentes internos
(marca Braumeister, Alemanha

Resistencia para aguecimento
(O Sensor de temperatura

(O Entrada e saida bomba para homogeneizacéo

Foi verificado que para que o sistema de recirculagdo interno desse
equipamento funcione, o volume de agua no inicio da mostura deve ser no minimo
10,8 L. Além disso, para ndo sobrecarregar o compartimento interno e para que
todas as etapas fluam adequadamente, escolheu-se colocar 2,4 kg de malte (sendo
divido nas mesmas propor¢gdes da etapa anterior), resultando em uma taxa de
diluicdo de 4,5 L.kg™.
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3.3 TERCEIRA ETAPA

Nessa etapa de fermentacdo/maturacéo foi um fatorial simples 22. A Tabela 6
apresenta os dois parametros independentes variados e controlados e seus niveis
inferior e superior. Os niveis da concentragdo inicial de leveduras foram escolhidos
de acordo com a indicacdo de Palmer (2017) para cervejas do tipo Ale, como a
Cerveja de Trigo e os niveis da temperatura de fermentacdo foram definidos com
base na Folha de Dados Técnicos da levedura utilizada WB-06 (FERMENTIS, 2017).

Tabela 6 — Tabela de niveis do planejamento experimental da etapa de fermentacao

Tabela de nivel da segunda etapa

Niveis

-+

Parametro

Concentracao inicial de células (bilhdo.brix*.LY) 0,5 1
Temperatura inicial de fermentacéo (°C) 18 24

Os niveis inferior e superior para cervejas de trigo (Ale) da concentracao
inicial de células de levedura (Pitching Rate) sdo de 0,5 bilhdo.brix*.L? (-) e 1,0
bilhdo.brix1.L* (+), respectivamente, e os niveis inferior e superior da temperatura
inicial de fermentacdo sao de 18 °C (-) e 24 °C (+). Nesta etapa, foram usados os

mostos de ensaios com melhores eficiéncias de brassagem.

3.3.1 Fermentacado, maturacédo, carbonatacéo e envase

Foram usados 4 recipientes de vidro de capacidade total de 1,2 L cada, no
gual foi adicionado 1 litro em cada, totalizando 4 litros dos 10 litros produzidos. Os
recipientes possuem duas saidas na tampa, uma destinada a liberacdo de CO.,
produzido pela fermentacédo, e a outra para retirada de amostra usando-se seringa
(Figura 8). O restante do volume foi transferido para um fermentador maior com

capacidade total de 12 litros para ndao haver desperdicio.
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Figura 8 — Recipiente caseiro usado como fermentador

Fonte: O Autor, 2021.

Previamente a adicdo da levedura, foi necessério realizar a oxigenacdo do
mosto. Isso foi feito com o uso de um cilindro de oxigénio medicinal de 10 m3, obtido
da White Martins, que possui uma valvula de controle de vazao, na qual é ajustada e
mantida constante para todos os ensaios. A levedura usada foi a WB-06, bastante
comum na producdo de Cerveja de Trigo e conhecida por gerar caracteristicas
fendlicas a cerveja, ou seja, ser Pof* e formar 4-vinilguaiacol em concentracéo
consideravel, como indicado pela Ficha técnica da empresa produtora (FERMENTIS,
2017).

Apoés a inoculacdo da levedura, a fermentacdo primaria se estendera por 4
dias, nas temperaturas de 18 e 24 °C, e, em seguida, a cerveja ficara por mais 4
dias de maturacdo até ser envasada. Para que a cerveja fique pronta, € necessario
realizar a sua carbonatacdo. Nesse caso, foi escolhido o uso do método de
Primming, que consiste na adicdo de uma quantidade predeterminada de acucar que
sera metabolizada pelas leveduras ainda presentes no meio, em temperatura entre
20 e 30 °C, por uma semana. De acordo com Palmer (2017), a estimativa para uma
carbonatacdo de 2,5 volumes CO: (quantidade considerada apropriada para varios
estilos de cerveja) utilizando acucar de cana-de-acucar em 19 L de cervejaa 21 °C e
1 atm, é de 113g. Entdo, usando uma garrafa que comporta 350 ml de cerveja foi
estimado, aproximadamente, 2g de acucar. Ao longo dos 8 dias de
fermentacdo/maturacdo foram retiradas 6 amostras, uma a cada 24 horas durante os
4 dias de fermentacdo primaria, uma no inicio da maturacéo (dia 5) e uma no final,

anterior ao envase (dia 8).
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3.3.2 Controle dos parametros de fermentagéo

3.3.2.1 Concentragéo inicial de leveduras

O parametro de concentracéo inicial de leveduras, ou Pitching Rate € usado
em termos de quantidade de células viadveis, em bilhdo, por brix e por mililitro
(Palmer, 2017). Com ele, pbde-se calcular a quantidade de células viaveis
necessarias, em bilhdo, para fermentar um mosto com valores pré-determinados de

volume e de ESD (Equacéao 2).

Qt.de células vidveis (bilhdo) = Pitching Rate X V,,,5¢0 X OE (brix) (2

Para este Projeto em especifico, 0 V,,,s:, de cada fermentacdo foide 1 L e o
ESD, ou extrato original (OE), foi obtido com a medicédo do refratdmetro no final da

fervura de cada mosto.

Apés calcular a quantidade de células viaveis necessarias para as
fermentacdes dos mostos dos dois ensaios, foi feita a analise da concentracéo de
células de levedura (cel.g!) do pacote WB-06. Para isso, foram realizadas as
técnicas de diluicdo seriada e de contagem de levedura por meio de um microscopio

da marca QUIMIS, através da metodologia explicada no item 3.4.3 deste artigo.

Entdo, com esses dois valores determinados, péde-se calcular o peso de
células de levedura do pacote WB-06, em gramas, adicionado em cada fermentacao
(Equacéo 3).

Qt. de células viaveis (bilhio) (3)

Peso de células (g) =

Concentragio de céulas viaveis (cel.g™1)

Sendo, “Qt. de células vidveis (bilhdo)”, referente ao niumero de células de levedura

viaveis necessarias pela variacdo de Pitching Rate e

“Concentracio de céulas vidveis (cel. g™1)”, referente ao valor de concentracdo de

células viaveis do pacote WB-06 de levedura usado.

3.3.2.2 Temperatura inicial de fermentacgao

Para o controle de temperatura, dois recipientes como o da Figura 8 foram

colocados em um freezer a 18 °C e outros dois em um frigobar a 24 °C (Figura 9).
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Essas temperaturas foram controladas com o uso de dois termostatos acoplados aos
equipamentos com uma histerese de 1 °C (diferencial de temperatura) para cima e
para baixo.

Figura 9 — Recipientes e equipamentos utilizados para a realizacéo da etapa de fermentacgéo

Fonte: O Autor, 2021.

3.4 DETERMINACOES ANALITICAS

As amostras retiradas durante a brassagem foram analisadas quanto ao
extrato ESD, ao pH e a presenca de compostos fendlicos, acido ferulico e acido
cindmico. Ja as amostras durante a fermentacdo, além desses trés parametros,

também foram analisadas quanto ao teor alcodlico e a viabilidade celular.

3.4.1 Extrato de sé6lidos dissolvidos e teor alcodlico

Para a medicao do extrato de sélidos dissolvidos foi usado um refratbmetro de
mao (Figura 10). As medidas sdo apresentadas na escala brix, bastante comum na
industria de vinho, suco e acucar. Devido ao fato desse aparelho ter sido construido
e calibrado para medicdes de solucBes simples de sacarose, devido ao mosto de
cerveja pré-fermentacdo ser uma solugcdo mais complexa de solidos dissolvidos e
devido a cerveja pos-fermentacdo apresentar alcool, as medi¢des do refratbmetro

precisam ser ajustadas.

Para mostos anteriores a fermentacdo, ou seja, que ndo tem alcool presente,
simplesmente, divide-se o valor medido por um fator de correcéo, que é especifico
para cada refratbmetro, mas que para essa pesquisa tem o valor padrdo de 1,04
(KAI, 2012).
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Figura 10 — Refratdmetro e escala brix

4

Ja para valores medidos de cerveja pos-fermentacdo, a presenca de alcool

Fonte: Imagens do Google, 2021.

altera o indice de refracdo medido no refratbmetro ainda mais. Para prever essa
variacdo, Terrill (2012), ao usar 68 triplicatas independentes de 8 diferentes
cervejarias de mostos de pos-fermentacdo, construiu uma regressao cubica
(Equacéao 4) entre a densidade relativa final (FG) e as medicdes iniciais e finais do
refratbmetro em Brix, RI, e Rl respectivamente, chamado pelo autor de indices de

refracdo, tornando-se possivel o ajuste das medicdes.

FG =1,0000 — 0,0044993 X RI; + 0,011774 X RIf + 0,00027581 X RI;* —0,0012717 X
le2 —0,0000072800 X RI? + 0,000063293 X RI;’ 4)

Antes de entender a metodologia para se calcular o teor alcodlico de uma
cerveja, € importante saber e diferenciar dois acrénimos usados no calculo: extrato
original e extrato aparente. Extrato original (OE) € a medida de peso de extrato de
sélidos dissolvidos em referéncia ao peso da agua, em graus Plato ou Brix, do mosto
no final da fervura, ou inicio de fermentacéo; extrato aparente (AE) € a medida de
peso de extrato de solidos dissolvidos em referéncia ao peso da agua, medidos
durante a fermentacdo. Cutaia, Reid, Speers (2009) apresentam, em seu artigo,

duas maneiras de calcular o teor alcoolico por peso (4,,,,) a partir de medidas de

OE e AE. Delas, a Equacéao 5 é concluida como a que apresenta melhor ajuste dos
dados usados devido ao seu menor valor de erro-padrdo estimado, e, por esse

motivo, ela foi a escolhida.

Aw/w/(OE — AE) = bao + (bg1 X OF) )
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Sendo os coeficientes b,, = 3,72 x 107! e b,; = 3,57 x 10~3 estimativas da
intersecdo e inclinagcdo de coeficientes das equacdes de Balling chamadas de

“brewing values” pelos autores.

Em seguida, os valores de 4,,, sdo convertidos para teor alcodlico por

volume (4,,, ou ABV) através da Equacdo 6.

Ay = AV/V>;(;J907 ou,
(Aw wXxSG)
Av/v =W (6)

0,7907

Em todos os calculos deste projeto, para converter de SG para extrato de
sélidos dissolvidos (°brix) e vice-versa, sdo usadas as Equacbes 7 e 8,

respectivamente, encontradas também em Cutaia, Reid e Speers (2009).

SG—1=1,308%10"5+ 3,868 x 1073 x extrato + 1,275 x 1075 X extrato? + 6,300 x

1078 x extrato® (7)

extrato = 2,569 X 102 X (SG — 1) + 6,7126 x 10° X (SG — 1)? — 1,4482 x 10* x
(56 — 1) +5,1758 X 10° X (SG — 1)* — 1,0746 X 107 X (SG — 1)° + 1,3011 x 10% X
(5G — 1) —8,5079 x 108 x (SG — 1)7 + 2,3231 x 10° x (S5G — 1)8 (8)

3.4.2 pH

Os pHmetros utilizados na primeira e na segunda etapas foram o
TECNOPON, modelo mPA-210 e o HANNA Instruments, modelo HI99151
(especifico para producédo de cerveja com compensacao automatica de temperatura)
(Figura 11).

Figura 11 — pHmetros das marcas TECNOPON e HANNA Instruments, respectivamente
N 7 W

4 /e
-

Fonte: Imagem do Google, 2021.
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3.4.3 Viabilidade celular

Para o célculo de viabilidade celular, utiliza-se um microscopio biolégico da
marca QUIMIS, modelo Q7708S-L, Camara de Neubauer, laminula, solucédo de azul
de metileno com concentracdo de 0,02%, para contrastar as células mortas das
vivas. A Figura 12 apresenta a metodologia de contagem de células. A Camara de
Neubauer possui duas regides tracejadas (primeira imagem), cada uma possuindo 9
quadrantes de area de 1 mm? como mostrado na segunda imagem. Para a
contagem de células de levedura, utiliza-se o quadrante central, que possui outros
25 quadrados menores, cada um com 16 quadrantes (terceira imagem). Para
padronizar a técnica de contagem de células, seguem-se estas regras de contagem:
1. Escolher os 10 quadrantes das diagonais; 2. Contar cada quadrante na direcao
indicada pelas setas; 3. Células localizadas nas linhas superior e esquerda séao
contadas e, nas linhas inferior e direita, ndo s&o, e 4. Duas células unidas séo
admitidas como uma. Apos contar as células vivas (incolores) e mortas (azuis) dos
10 quadrantes, utilizam-se as Equacdes 9 e 10 para calcular a concentracao celular
(cel.mlt ) e a viabilidade (%). Os objetivos desse teste foram indicar a condigdo
inicial do insumo e avaliar se h4 manutencdo da sua viabilidade ao longo da

fermentacdo e maturacéao.

Figura 12 — Camara de Neubauer e metodologia de contagem de células e determinacéo de
viabilidade celular
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Fonte: Imagens Google, 2021.
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Concentragio celular (cel. ml™1) = np X 25000 X Ty4 (9)
Sendo, ny = numero total dos 10 quadrantes
Tq = taxa de diluigdo (1:10.000)
25000 referem-se ao volume dos 10 quadrantes lidos em ml.
(10)

Viabilidade (%) = % X 100%
T

Sendo, ny = numero total de células vivas

nr = numero total de células vivas e mortas

3.4.4 Analise da presenca de AFs por cromatografia liquida

Para determinacdo dos acidos fendlicos feralico e cinamico, precursores do

4VG e estireno, respectivamente, utilizou-se o equipamento de cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), modelo YL9100 (ALLCROM) e a metodologia (Tabela

7).

Tabela 7 — Parametros cromatogréaficos de HPLC usado para andlise dos acidos fendlicos

Caracteristicas

Condicbes

Amostras previamente filtradas com um filtro de seringa MILLEX-GV
de PVDF com poros de 0,22 um.

Operacgéo Sistema de bombeamento das fases moveis usando uma bomba
quaternaria.
Injecdo automatica de amostras

Coluna C18 (PHENOMENEX, 10 cm x 10 mm)

Detector UV-VIS

Comprimento de onda 280 e 330 nm

Temperatura da coluna 40 °C

Volume de injecao 100 pl

Fluxo 0,4 mL.min*t

Fase mével A

acido férmico:acetonitrila:agua (0,5:12,5:87)

Fase mével B

acido férmico:acetonitrila:agua (10:50:40)
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A ferramenta de planejamento experimental fatorial linear foi usada para
definir as condi¢cdes de processo como apresentado na Tabela 4. Em seguida, foi
feita uma regressao linear de primeira ordem com trés coeficientes (Equacéo 11).

Yi = Bo + Bix1 + Baxz + BraX1x; (11)
Sendo, Yy, a variavel resposta (Y; = brix; Y, = pH);

X, € x,, as variaveis independentes de propor¢cdo de MT/MC e temperatura de

mostura, respectivamente;
Bo, 0 coeficiente da média de todas as respostas;
B, e B,, 0s coeficientes de regressao lineares;

B2, 0 coeficiente de regressédo de interacdo entre os fatores.

Para cada resposta, foi realizado o Teste F para determinar se o0 modelo é
preditivo (sendo preditivo quando o valor de F experimental for maior que o F
tabelado). Além disso, utilizou-se o coeficiente de determinacéo (R?) em um nivel de
confianca de 95%, para determinar se os valores experimentais sdo significativos e
gue se ajustam ao modelo. Os resultados dos testes foram gerados pelo Software

Statistica StatSoft versdo 5 e apresentados nas tabelas ANOVA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PRIMEIRA ETAPA

Para cada ensaio, as 6 amostras retiradas ao longo da brassagem foram
analisadas quanto ao extrato de soélidos dissolvidos, ESD, (°brix) e ao pH. De acordo
com o planejamento apresentado no item 3.1, essa etapa teve 7 ensaios de
brassagem, gerando um total de 42 amostras retiradas. As amostras da fervura
também foram analisadas em relacédo a presenca dos acidos ferulico e cinamico, que

séo indicadores da formacao dos seus respectivos CVAs, 4VG e estireno.

4.1.1 Extrato de sé6lidos dissolvidos

Na primeira etapa, os valores medidos de ESD (°brix) foram corrigidos de
duas maneiras para ajustar erros de medicdo. Um desses erros envolve a variacao
da evaporacdo do mosto durante a brassagem entre os ensaios (APENDICE B). O
segundo erro é referente a propria medicdo do refratdmetro. Entdo, apds esses
ajustes, foram tabelados os valores de ESD das 42 amostras dessa etapa (Tabela
8).

Tabela 8 — Valores de ESD (°brix) corrigidos das 6 amostras nos tempos de 15, 35, 65, 170,
185 e 200 para o planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais
Parédmetros ESD (°brix)

Ensaios Tempo de retirada de amostra (min)
P (%MT) T (°C)
15 35 65 170 185 200

- (50) -(40) 7,69 13,27 16,73 12,30 14,17 14,90
- (50) +(50) 8,56 14,46 16,54 12,40 14,51 15,04
+ (70) -(40) 6,20 12,99 1539 11,06 13,52 14,48
+(70)  +(50) 5,87 11,61 14,71 11,27 12,40 13,27
0(60) 0(45) 5,77 12,21 16,54 11,35 12,89 13,94
0 (60) 0(45) 5,87 10,96 1539 11,98 12,83 14,15
0 (60) 0(45) 5,92 11,46 1529 10,67 13,29 13,65

N[O~ WIN|PF

Assim, com esses valores ajustados, o perfil de ESD ao longo da brassagem
dos 7 ensaios estdo apresentados na Figura 13. Como de acordo com os itens
3.1.2.1 e 3.1.2.2 da metodologia, o grafico esta dividido em trés etapas: mostura, na
gual foram retiradas as 3 primeiras amostras, nos tempos de 15, 35 e 65 minutos,
clarificagéo (e tempo levado para aquecimento do mosto), entre 65 e 170 minutos, e
fervura, que também foram retiradas 3 amostras, nos tempos de 170, 185 e 200

minutos, respectivamente.
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Figura 13 — Perfil da evolucdo ESD (°brix) durante a brassagem (mostura, clarificacéo e
fervura) para os 7 ensaios

Extrato de sdlidos dissolvidos (°brix) x tempo durante a brassagem

9.00 — & = Ensaio 5(0/0)

Ensaio 6 (0/0)
7.00

17.00
x
;’5 15.00
s
-8 ....... Ensaio 1 (-/
S 13.00 ® nsaio 1 (-/-)
g —&— Ensaio 2 (-/+)
© 11.00 Ensaio 3 (+/-)
o)
:__9 Ensaio 4 (+/+)
2
)
°
o)
2
©
s}
x
w

— @ = Ensaio 7 (0/0)

¢ Mostura |Clarificagdo Fervura

5.00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (minutos)

(-/-): 50/50 MT/MC; T = 40 °C;  (-/+): 50/50 MT/MC; T = 50 °C;  (+/-): 70/30 MT/MC; T = 40 °C

(+/+): 70/30 MT/MC; T =50 °C;  (0/0): 60/40 MT/MC; T = 45 °C

De uma forma geral, os perfis de ESD em funcéo do tempo/etapa de processo
mostraram-se semelhantes entre si. Na mostura houve um aumento do ESD,
relacionado a extracdo dos agucares pelas enzimas, como as a e B-amilases; na
etapa de clarificacdo, houve uma reducéo pois, nesse momento, foi adicionado agua
para lavagem dos maltes e na etapa de fervura, o ESD aumenta devido a
evaporacao da agua e concentracdo do mosto.

Também se percebe, pela Figura 13, que os Ensaios 1 e 2, com proporcfes
de MT/MC de 50/50, foram 0 que apresentaram maiores valores de ESD, do comeco
ao fim da brassagem. J4, na comparacdo da mudanca da temperatura de descanso
acido de 40 para 50 °C, os valores sao bem proximos. Esse fato pode ser indicativo
de uma maior influéncia do parametro da proporcdo de MT/MC em comparag¢ao com
o da temperatura para a ESD durante a brassagem.

Diferentemente, os ensaios 3, 4, 5, 6 e 7, com proporcdes de 60/40 e 70/30,
e temperaturas de 40, 45 e 50 °C, geraram mostos com menores valores de ESD e
pouco variados entre si. Esses resultados estdo em conformidade com a concluséo
de Jin, Zhang, Du (2008) de que, propor¢cbes maiores de MT geram mostos com

menores valores de ESD devido as maiores quantidades de proteinas nesses
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maltes. Além disso, maiores concentracdes de proteinas resultam em mais
compactacdo entre os amidos e proteinas presentes nos maltes, reduzindo a
hidratacdo dessas estruturas e a modificacdo das enzimas durante a mostura.

Para a andlise estatistica foram selecionados os tempos de 65, 170 e 200
minutos, referentes ao final de mostura e aos 60 minutos e 90 minutos de fervura,
respectivamente. O tempo final de mostura foi escolhido por ser o0 momento em que
se atinge a concentracao final dos acuUcares fermentesciveis, e os tempos de fervura
foram escolhidos por serem os momentos de retirada do mosto para a fermentacao.
Para esses tempos, primeiro se analisa a significancia dos parametros pelos
Gréficos de Pareto (Figura 14).

Figura 14 — Gréaficos de Pareto dos parametros de brassagem de propor¢céo de MT/MC,
temperatura de descanso acido (°C) e interacao entre eles em relagéo ao ESD (°brix) nos
tempos de 65, 170 e 200 minutos da Etapa 01

°brix em 65 minutos °brix em 170 minutos

-2.45338

Proporgéo MT/MC

Temperatura ( °C)

Interacéo

p=,05 p=,08

Efeito do valor estimado (valor absoluto) Efeito do valor estimado (valor absoluto)

°brix em 60 minutos

Propor¢éo MT/MC -2,86102

Temperatura ( °C)

Interacéo

p=05

Efeito do valor estimado (valor absoluto)

De acordo com os trés gréaficos de Pareto (Figura 14), para a resposta ESD,

nos tempos de 65, 170 e 200 minutos, percebe-se que os parametros de proporcao
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de MT/MC, temperatura de descanso acido e interacdo entre eles, na faixa estudada
e em um nivel de significancia de 95%, ndo sdo significativos, j& que eles sdo
menores que “p = 0,05”. J4 a tabela ANOVA (Tabela 9) é usada para avaliar o ajuste
e a predicdo do modelo estatistico, através dos valores do coeficiente de

determinacgéo (R?), do Teste F e do valor de “p”.

Tabela 9 — ANOVA dos valores de ESD (°brix) nos tempos de 65, 170 e 200 minutos de
brassagem da primeira etapa do estudo

Somados Graus de Quadrado
) ] Teste F R? p
quadrados liberdade médio
65 minutos
Regresséao 2,761 3,000 0,920
Residual 0,983 3,000 0,328 2,805 0,728 0,131
Total 3,744 6,000
170 minutos
Regresséao 1,431 3,000 0,477
Residual 1,167 3,000 0,389 1,227 0,668 0,379
Total 2,598 6,000
200 minutos
Regresséao 1,941 3,000 0,647
Residual 0,570 3,000 0,190 3,405 0,773 0,094
Total 2,511 6,000

Ftabelado(0,05;3;3) = 9,277; Fcalculado = QMregresséo/GLregresséo; R2= SQregresséo/TOtal; Falc. (QMR/QMr) >
Frab. NO nivel de 95% de confianca (p < 0,05)

Pela Tabela 9, percebe-se que, para os trés tempos, 0s valores experimentais
calculados dos testes F sdo menores que o valor tabelado e que os valores de “p”
sdo maiores que 0,05, significando que os modelos néo séo preditivos. Além disso,
nota-se que os valores dos coeficientes de determinacdo foram baixos (R? < 78%),0
gue define falta de ajuste a regressao dos valores. Possivelmente, esses resultados
foram devido a falta de controle da temperatura do equipamento de bancada, que
influencia em algumas variaveis importantes do processo, como a taxa de
evaporacao, a hidratacdo dos maltes e a atividade enzimética. Sendo assim, é

necessario buscar por sistemas alternativos para realizar o processo de brassagem.

4.1.2 pH

Com os valores obtidos do pH para os 7 tempos de amostragem na Tabela
C1 (APENDICE C), também foram construidos os perfis da de sua evolucdo ao
longo da brassagem (Figura 15). O gréfico dessa figura também esta dividido nas

trés etapas do processo, mostura, clarificacdo e fervura.
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Figura 15 - Perfil cinético do pH do mosto durante o processo da brassagem para os 7

ensaios
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(+/+): 70/30 MT/MC; T =50 °C;  (0/0): 60/40 MT/MC; T = 45 °C

Pela Figura 15, nota-se que para todos os ensaios, os valores de pH durante
a brassagem se encontram entre 5,80 e 5,60, resultados que estdo dentro da faixa
de pH 6timo de mostura (5,2 a 5,8), indicado por Palmer (2017). Durante a mostura
(até 65 minutos), para os 7 ensaios, houve uma pequena oscilagdo do pH, tanto
para cima como para baixo, o que sugere ser erro de experimental de medicéao.
Nessa etapa, esperava-se haver uma reducdo mais acentuada devido a reacéo de
fons Ca?* e Mg*? da 4gua com ions fosfato presentes nos maltes (PALMER, 2017).
Essa baixa oscilacdo pode ter sido causada pelo uso de agua destilada, que possui

menos ions que agua potavel, normalmente utilizada na producao de cerveja.

A partir da clarificacdo (entre 65 minutos e 110 minutos), percebe-se uma
tendéncia mais visivel de reducdo de pH. E durante a fervura (entre 110 e 200
minutos), essa reducdo € ainda mais visivel. De acordo com Kunze (2010), em
temperaturas mais elevadas, ha uma maior desnaturacdo e coagulacdo proteica,
gue reduz o pH do meio. E dessa forma, como a temperatura de fervura € maior que

a da clarificacdo, € natural que haja uma maior reducdo de pH no final da

brassagem.
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Estatisticamente, pelos graficos de Pareto e pela tabela ANOVA, para o pH,
0os parametros de brassagem, nos tempos de 65, 170 e 200 minutos, ndo foram
significativos e ndo geraram um modelo preditivo. Esses resultados podem ser
explicados pelo mesmo problema de inconsisténcia do controle de temperatura do
equipamento, mas também pela variagdo de medicdo do pHmetro utilizado. O que
sugere que além da melhoria do equipamento de brassagem, ha a necessidade de
troca do aparelho de medicao de pH. Portanto, essa etapa foi considerada preliminar
na andlise dos parametros de brassagem e foi importante para evidenciar a

necessidade de um melhor controle dos parametros de processo.

4.2 SEGUNDA ETAPA

Diante da falta de ajuste dos dados apresentada pelo equipamento de
bancada, viu-se a necessidade de repeti¢cdo dos 7 ensaios em um equipamento com
melhor controle para poder avaliar com mais confiabilidade os parametros
escolhidos. Porém, nesse caso, foram retiradas apenas as trés ultimas amostras dos
tempos de fervura, para poder ndo sO avaliar e comparar os valores finais de ESD
(°brix) e de pH, mas também avaliar a presenca dos acidos fendlicos durante a
fervura, que de acordo com Langos et al. (2016) é a etapa da brassagem em que a

reacao de descarboxilacdo térmica € mais eficiente.

4.2.1 Extrato de sélidos dissolvidos, pH e presenca de acidos fendlicos

Devido ao melhor controle de temperatura, ou seja, da taxa de evaporacao do
equipamento, nessa segunda etapa, para os ensaios 1 a 6, ndo houve necessidade
de realizar a correcdo de volume usada na etapa anterior. Porém, durante a etapa
de clarificacdo do Ensaio 7, o tubo central do equipamento (regido que comporta os
maltes) entupiu, ocasionando em uma perda de agua excessiva, o que resultou em
um mosto com menor volume e mais concentrado. Sendo assim, para esse ensaio,
teve-se que ajustar os dados de ESD como na etapa anterior. Os valores obtidos de

ESD e de pH sao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Valores de ESD (°brix) e pH das 3 amostras na etapa de fervura nos tempos de
60, 75 e 90 minutos para o planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais

Paréametros Respostas
) ESD pH
Ensaios
P (%MT) T (°C) Tempo de retirada de amostras (min)
60 75 90 60 75 90
1 - (50) -(40) 9,81 10,10 10,58 547 544 543
2 - (50) +(50) 10,10 10,38 10,58 5,53 553 5,51
3 + (70) -(40) 865 923 962 563 561 5,58
4 +(70) +(50) 8,94 923 962 563 563 5,62
5 0 (60) 0(45) 942 962 981 561 560 5,59
6 0 (60) 0(45) 942 952 981 574 566 5,64
7 0 (60) 0(45) 9,39 967 992 567 565 5,64

Através da Tabela 10, de modo similar a etapa anterior, em todos os 7
ensaios, o ESD cresce com o tempo de fervura, explicado pela concentracdo do
mosto por evaporacdo. Também se percebe que, os Ensaios 1 e 2, com 50/50 em
proporcao de MT/MC, geraram mostos com maiores ESD, em comparacdo com 0s
outros 5 ensaios, de 60/40 e 70/40 de MT/MC, mesmo comportamento observado
graficamente na Etapa 01. Além da tendéncia na influéncia do parametro de
propor¢cdo de maltes, nesse equipamento em especifico, isso também pode ser
explicado pela reducdo da eficiéncia de filtracdo durante a clarificacdo ao elevar a
quantidade de MT. Esse malte, por ndo possuir casca, reduz a “filtrabilidade” do
malte, impactando na extracdo dos acucares durante essa etapa. Novamente, ao
comparar os Ensaios 1 e 2 dessa etapa entre si, nota-se que, seus valores de ESD
sdo iguais, sugerindo que a temperatura de descanso acido, em 40, 45 e 50 °C, néo

tende a ser significativa para esse fator.

Para a analise estatistica desta etapa, foi realizado a ANOVA e a Superficie
de Resposta para determinar as melhores condicdes em relagcdo a proporcdo de
MT/MC e a temperatura de descanso acido de acordo com o ESD nos trés tempos,
60, 75 e 90 minutos (Figura 16).
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Figura 16 — Gréficos de Pareto dos parametros de brassagem de proporcao de MT/MC,
temperatura de descanso acido (°C) e interacao entre eles em relagdo ao ESD (°brix) nos
tempos de 60, 75 e 90 minutos da Etapa 02

Grafico de Pareto (60 minutos) Gréfico de Pareto (75 minutos)
Extrato de sdlidos dissolvidos (brix) Extrato de sdlidos dissolvidos (brix)

Proporgao (MT/MC) . -35948  Proporgao (MTMC)

Temperatura 8,986 Temperatura

Interagdo 0,000 Interagéo -1.212

p=005 p=005
Efeito estimado padréo (Valor absoluto) Efeito estimado padréo (Valor absoluto)

Gréfico de Pareto (90 minutos)
Extrato de sdlidos dissolvidos (brix)

Proporgéo (MT/MC) -4,881

Temperatura 20.000

Interagdo ‘%0.000

p=0,05
Efeito estimado padréo (Valor absoluto)

Pelos Graficos de Pareto (Figura 16), na faixa estudada e em um nivel de
significancia de 95%, por apresentar um valor de efeito estimado padrdo maior que
“p = 0,05”, percebe-se que o parametro de proporcdo de MT/MC é significativo em
relacdo ao ESD, nos tempos de 60, 75 e 90 minutos, e que o parametro de
temperatura de descanso acido é significativo apenas no tempo de 60 minutos. Esse
resultado confirma a sugestdo da analise grafica da Figura 13 de que o parametro
de proporcao MT/MC é o mais significativo em relacdo a sua influéncia na variacéo
do ESD durante a etapa de brassagem. Porém, para poder analisar se os dados
obtidos geram um modelo estatistico ajustado e preditivo, utiliza-se a Tabela ANOVA
(Tabela 11).
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Tabela 11 — ANOVA dos valores de ESD (°brix) nos tempos de 60, 75 e 90 minutos de
fervura da segunda etapa do estudo

Somados Graus de Quadrado

) ] Teste F R? p
quadrados liberdade médio
60 minutos
Regresséo 1,415 3,000 0,472
Residual 0,003 3,000 0,001 472,000 0,998 1,641x107
Total 1,418 6,000
75 minutos
Regresséo 1,061 3,000 0,354
Residual 0,042 3,000 0,014 25,286 0,962 8,374x10*
Total 1,103 6,000
90 minutos
Regresséo 0,925 3,000 0,308
Residual 0,116 3,000 0,039 7,898 0,888 0,017
Total 1,041 6,000

Frabelado(0,05:3:3) = 9,277; Feaiculado = QMregressao/ GLregressao; R?= SQregressao/ Total; Feaic. (QMr/QM) >
Fiab. N0 nivel de 95% de confianca (p < 0,05).

Na Tabela 11, pelos valores dos coeficientes de determinacdo (R?), nota-se
gue, nos tempos de 60, 75 e 90 minutos, os modelos estatisticos estdo ajustados
aos dados de ESD, sendo que, no tempo de 60 minutos, o ajuste € melhor devido ao
maior valor de R? = 99,80%. Ja pelos valores dos testes F e de “p”, percebe-se que
0 modelo do tempo de 90 minutos ndo é preditivo e que os modelos dos tempos de
60 e 75 minutos sdo preditivos. Sendo assim, o modelo com melhor ajuste e

predicdo em relacdo ao ESD € o de 60 minutos (Equacao 12).
ESDgo = 9,392 — 1,154x, + 0,288x, (12)

Sendo x; e x, 0s parametros independentes da proporcdo de MT/MC e
temperatura de mostura de descanso acido, respectivamente.

Portanto, com esse modelo estatistico, pode-se construir o Grafico de
Superficie do ESD (°brix) para analisar a melhor condicdo dos parametros variados

de proporcédo de MT/MC e temperatura de descanso acido (Figura 17).
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Figura 17 — Gréficos de Superficie dos parametros de propor¢do MT/MC e temperatura de
descanso acido em relagdo ao ESD nos tempos de 60, 75 e 90 minutos

Gréfico de Superficie (60 minutos)
Extrato de sélidos dissolvidos (brix)

) As3

> 14
M <14
<12
[1<10
<8
B <6
<4

Pelo Grafico de Superficie da Figura 17, o ESD (°brix) tem uma variacdo mais
evidente com a mudanca da proporcdo de MT/MC. Percebe-se que o ESD tende a
aumentar quando se reduz a propor¢cdo de MT/MC, ou seja, com 50% de malte de
trigo. Esse resultado estd em conformidade com o que foi percebido graficamente na
Figura 13, na analise da Etapa 01. Dessa forma, pode-se concluir que os Ensaios 1
e 2, com 50% de malte de trigo, foram os que apresentaram melhores resultados em
relacédo a eficiéncia de extracdo de solidos dissolvidos (°brix), com 10,58 + 0,06 °brix

durante a etapa de brassagem.

Em relacdo ao pH, na Etapa 02, percebeu-se que seus valores continuaram
sem variar significativamente entre os ensaios, com falta de ajuste e modelos sem
predicdo. De qualquer maneira, os valores, para todos os ensaios, ficaram na faixa
otima de processo, entre 5,2 e 5,8 (PALMER, 2017), ndo impactando sua eficiéncia.
De maneira similar, nesta etapa, a andlise qualitativa de cromatografia das amostras
dos 7 ensaios gerou indicativos da presenca dos acidos ferdlico e cinamico.
Portanto, esta andlise sugere que todas as condi¢cdes de brassagem estudadas

propicia a formagéo dos precursores do 4VG e do estireno.
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4.3 TERCEIRA ETAPA

Na terceira etapa, os mostos dos Ensaios 1 e 2 da segunda etapa, que
tiverem os melhores resultados de extragdo de sélidos dissolvidos (°brix) foram
fermentados usando as condi¢bes variadas de concentracdo inicial de levedura e
temperatura inicial de fermentagdo, como indicadas no item 3.3.1. Sendo assim,
foram realizadas 4 fermentacfes distintas por ensaio. Nessa etapa, 0s parametros
de ESD, teor alcodlico e pH foram avaliados graficamente ao longo da fermentacéo.
A presenca dos acidos fendlicos, acido ferulico e &cido cindmico, também foi
avaliada.

4.3.1 Concentracao e viabilidade celular iniciais

Os valores de quantidades de células viaveis necessarias (bilhdo), de
concentracdo de células viaveis (cel.g') no pacote WB-06 usado e de peso de
células de levedura (g) adicionado para as 4 fermentacGes de cada ensaio foram
calculados usando as equactes 2 e 3 do item 3.3.2.1 e a metodologia do item 4.4.3
(Tabela 12).

Tabela 12 — Valores de quantidade de células de viaveis de levedura necessarias (bilhdo) e
peso de células adicionado (g) para as 4 condicdes de fermentacdo dos mostos dos dois
ensaios de brassagem

Parametros Respostas

Brassagem ENSal0  + ooy ¢ BilbrixtLY)  Qtyupess(bilhio)®  Peso de células (g)°

1 - (18) - (0,5) 5,290 0,250
1(4) 2 - (18) + (1,0 10,580 0,501
3 + (24) -(0,5) 5,290 0,250
4 + (24) +(1,0) 10,580 0,501
5 - (18) - (0,5) 5,290 0,250
2 (14) 6 - (18) + (1,0 10,580 0,501
7 + (24) -(0,5) 5,290 0,250
8 + (24) +(1,0) 10,580 0,501

2Equacao 2 do item 3.3.2.1
® Equacdo 3 do item 3.3.2.1

Como ambos 0s ensaios tém os mesmos valores de volume inicial (1 L) e de
ESD (10,58), esses valores se repetiram nos niveis de Pitching Rate iguais. Para o
calculo da concentracdo de células viaveis (cel.g™) e a viabilidade inicial do pacote
WB-06 usado, foi realizada uma duplicata do procedimento do item 3.4.3. Os
resultados obtidos foram 2,075x10%° e 2,150x10%° cel.g?! e 92,22% e 92,47% de
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viabilidade, ou seja, uma média de 2,113x10%° cel.g* e 92,35%. Como concentracdo
de células viaveis do pacote usado estd acima de 6x10° cel.g?, que é o valor
indicado pela Folha Técnica da levedura WB-06 (FERMENTIS, 2017) e a viabilidade
celular foi acima de 90%, considerou-se a condicdo da levedura usada como
favoravel a um bom desempenho durante a fermentagdo (WHITE, ZAINASHEFF,
2010).

4.3.2 Extrato de sdlidos dissolvidos, teor alcodlico (v/v), pH e presenca de AFs

A Tabela 13 apresenta os valores ajustados de ESD, pH e teor alcodlico (v/v)
ao longo da fermentacédo/maturacao para as 4 diferentes condi¢des de fermentacao
dos 2 ensaios de brassagem. Os valores do tempo 0, que sdo os do mosto final de
brassagem, foram corrigidos usando o fator de correcéo de 1,04, referente ao erro
de medicdo do refratbmetro. Ja os valores dos outros tempos (24, 48, 72, 96 e 192
horas) foram corrigidos por conta da presenca de alcool através do modelo proposto
por Terrill (2012). A partir dessas corre¢cdes, pode-se calcular o teor alcodlico (v/v) de

acordo com o item 3.4.1.
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Tabela 13 — Valores de ESD corrigido pelo fator de correcéo do refratdbmetro e pela presenca de alcool, de teor alcodlico (v/v) e de pH para os

4 ensaios de fermentacdo dos 2 ensaios de brassagem

Parametros

Respostas

Brassagem Ensaio

ESD corrigido (°brix)

Teor alcodlico (v/v)

pH

T(C)  Ci(Bil.brixt.L?)
0 24 48 72 9 192 O 24 48 72 96 192 0 24 48 72 96 192
1 - (18) -(0,5) 1058 7,77 569 520 467 424 000 150 259 284 312 334 546 504 4,68 442 435 430
5& 0/(0-/1\-/)IT 2 - (18) +(1,0) 1058 7,63 549 441 375 342 000 157 269 325 359 376 546 491 4,66 439 432 427
40 °C 3 +(24) -(0,5) 1058 6,95 520 408 383 359 000 193 284 342 355 3,67 546 476 459 4,39 432 422
4 +(24) +(1,0) 1058 6,34 475 375 375 359 000 225 307 359 359 367 546 441 426 416 415 414
1 - (18) -(0,5) 1058 7,77 590 467 400 383 000 150 248 312 346 355 561 523 485 4,67 447 429
Sg ()(/;/;'A)T 2 - (18) +(1,0) 1058 6,01 475 450 408 359 000 242 307 321 342 367 560 487 464 445 431 418
50 °C 3 +(24) -(0,5) 1058 6,01 475 424 375 334 000 242 307 334 359 380 561 479 474 462 447 432
4 +(24) +(1,0) 1058 520 383 342 317 308 000 284 355 376 389 393 561 470 449 434 425 417
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Esses valores tabelados podem ser analisados de duas formas. A primeira é
comparar a influéncia dos parametros de brassagem entre os dois ensaios utilizados
(Ensaios 1 e 2) em relacdo ao ESD, teor alcodlico por volume e pH. Para tanto,
construiu-se os perfis da evolugéo dessas variaveis nas 4 condi¢des de fermentacéo de
forma separada, condicdo 1 (18 °C, 0,5 bilhdo.brix*.L?), condicdo 2 (18 °C, 1,0
bilhdo.brix*.L), condicdo 3 (24 °C e 0,5 bilhdo.brix*.L') e condigdo 4 (24 °C e 1,0
bilh&do.brixt.L?) (Figuras 18, 19, 20 e 21).

Figura 18 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas), do teor alcodlico (linhas continuas) e pH

(colunas) durante a fermentacéo e a maturacéo dos mostos dos 2 ensaios de brassagem para a
12 condicdo de fermentacdo

Evolugdo do ESS, teor alcodlico e pH durante a fermentagdo e a
maturacdo na 1° condicdo para os Ensaio 1 e 2 de brassagem

10.00
I
o
(O]
g 8.00
‘§ Ensaio 1 (pH)
T: 6.00 s Ensaio 2 (pH)
o
E’i — @ — Ensaio 1 (brix)
= 4.00 . '
= — @ = Ensaio 2 (brix)
=
= —#&— Ensaio 1 (alcool
97 2.00 nsaio 1 (alcool)
w —a&— Ensaio 2 (4lcool)

0.00
0 24 48 72 96 192
Tempo (h)




Figura 19 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas), do teor alcodlico (linhas continuas) e pH
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(colunas) durante a fermentacéo e a maturagdao dos mostos dos 2 ensaios de brassagem para a

22 condicdo de fermentagéo

ESD (°brix), teor alcodlico e pH

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0.00

Evolugdo do ESS, teor alcodlico e pH durante a fermentacdo e a
maturagdo na 22 condigdo para os Ensaio 1 e 2 de brassagem
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0 24 48 72 96 192

Figura 20 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas), do teor alcodlico (linhas continuas) e pH

(colunas) durante a fermentacéo e a maturacéo dos mostos dos 2 ensaios de brassagem para a

32 condigdo de fermentacao
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Figura 21 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas), do teor alcodlico (linhas continuas) e pH
(colunas) durante a fermentacéo e a maturacdo dos mostos dos 2 ensaios de brassagem para a
42 condicao de fermentacéo

Evolucdo do ESS, teor alcodlico e pH durante a fermentacdo e a
maturacdo na 4° condicdo para os Ensaio 1 e 2 de brassagem
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Pelas Figuras 18-21, de forma geral, para as 4 condi¢cdes de fermentacdo dos 2
ensaios de brassagem, nas 96 primeiras horas, fase conhecida como fermentacao
primaria ou logaritmica, percebe-se uma reducdo do ESD e um aumento do teor
alcodlico mais evidente, e, entre 96 horas e 192 horas, etapa de maturacédo, nota-se
uma estabilidade desses parametros. Esse comportamento ocorre possivelmente
devido ao aumento da atividade celular da levedura quando ha uma maior
disponibilidade de acucar no meio (WHITE, ZAINASHEFF, 2010).

J4, ao comparar os perfis de ESD e de teor alcodlico dos 4 graficos
separadamente, nota-se que, em todas as condi¢cdes de fermentacdo, os resultados
entre 0s ensaios 1 e 2 foram bem similares, sugerindo que os parametros de
brassagem analisados (propor¢cdo de malte e temperatura de descanso acido), nas

condi¢cBes avaliadas, nao tém influéncia sobre a atenuacao celular.

Em relacdo ao pH, para as 4 condicfes de fermentacdo dos 2 ensaios de

brassagem, percebe-se uma tendéncia de sua reducdo ao longo da fermentacdo

z

priméria e estabilidade durante a maturacdo. Esse comportamento € esperado, pois



61

durante o metabolismo da levedura ocorre a formacéo de &cidos organicos e liberagédo
de ions H* (KUNZE, 2010). J4, ao comparar 0os 2 ensaios de brassagem, nas 4
condicbes de fermentacdo estudadas, verifica-se uma pequena diferenca entre 0s
valores de pH obtidos. Em todos os tempos, o Ensaio 2 apresentou valores um pouco
maiores que o Ensaio 1. Porém, como essa diferenca é muito pequena, pode-se
concluir que a variacdo dos parametros de brassagem ndo impacta no pH de forma a

afetar a qualidade da fermentacéo.

A segunda forma de analise dos valores obtidos na segunda etapa € comparar a
influéncia dos parametros de fermentacao: temperatura inicial de fermentacao (18 e 24
°C) e concentracdo inicial de fermentacdo (0,5 e 1,0 bilhdo.brix*.L'') em relagdo ao
ESD e teor alcodlico (Figuras 22 e 23) para os ensaios 1 e 2, respectivamente.

Figura 22 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas) e do teor alcodlico (linhas continuas) durante a

fermentacdo e a maturacdo do mosto do Ensaio 1 da brassagem para as 4 condi¢des de
fermentacdo

Evolucgdo do ESS e do teor alcodlico (v/v) durante a
fermentag¢do/matura¢do do Ensaio 1 de brassagem
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N
o
o
Teor alcodlico (v/v)

2,00 @ 150 5—@— Condicdo 1l (-/-)
1.00 —@— Condicdo 2 (-/+)
2.00 Condigdo 3 (+/-)
. - 0.50 s
Fermentacdo Maturacdo —@— Condicdo 4 (+/+)
0.00 0.00
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h)

(+-): T=18°C; 0,5 bilh&o.brix*.L*  (-/+): T=18 °C; 1,0 bilh&o.brix*.L*
(+#/-): T=24°C; 0,5 bilhdo.brix*.L* (+/+): T=24°C; 1,0 bilhdo.brix*.L?
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Figura 23 — Evolucao do ESD (linhas tracejadas) e do teor alcodlico (linhas continuas) durante a
fermentacéo e a maturacdo do mosto do Ensaio 2 da brassagem para as 4 condi¢des de
fermentacdo

Evolucgdo do ESS e do teor alcodlico (v/v) durante a
fermentacdo/matura¢do do Ensaio 2 de brassagem

12.00 450
@ 4.00
10.00 o
3.50 — @ - Condigdo 1 (-/-)
8.00 3.00 S - @ - Condigao 2 (-/+)
= 250 8 Condicdo 3 (+/-)
5 °% S-e-c digdo 4 (+/+
a 2.00 % ondicdo 4 (+/+)
= 5 —®— Condicdo 1 (-/-)
4.00 g 150 8
_________ F —@— Condigdo 2 (-/+)
1.00 o
2.00 Condigdo 3 (+/-)
~ o 0.50 -
Fermentagdo Maturagio —@— Condicdo 4 (+/+)
0.00 0.00
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo (h)

(-/-): T=18°C; 0,5 bilh&o.brix1.L*  (-/+): T=18 °C; 1,0 bilh&o.brix*.L*
(+/-): T=24°C; 0,5 bilhdo.brix*.L1 (+/+): T=24°C; 1,0 bilhdo.brix*.L?

Diferentemente das Figuras 18-21, as Figuras 22 e 23, apresentam os perfis do
ESD e o do teor alcodlico, para as 4 condices diferentes de fermentacdo dos mostos
dos ensaios 1 e 2 de forma separada. Em ambas as figuras, nota-se que a Condicao 1
(0,5 bilhdo.brix*.Lt e 18 °C) foi a que apresentou uma tendéncia de menor atenuacéo
celular, representada pelo menor valor de teor alcodlico, com 3,34 e 3,55 % para 0s
ensaios 1 e 2 de brassagem, respectivamente, no final do processo (192 horas). Ja
para as outras condicdes, os teores alcoolicos finais foram semelhantes, porém com
maiores valores, entre 3,93 e 3,67 %, sugerindo que o aumento dos dois parametros de
fermentacdo gera uma tendéncia no aumento da atenuacdo celular. Resultados que
estdo de acordo com Palmer (2017) e Verbelen et al. (2008) em relacéo a temperatura
e a concentracao inicial de levedura, respectivamente. Entretanto, para avaliar de forma
mais assertiva a significancia desses parametros e otimizar a eficiéncia de fermentacao,
faz-se necessario realizar um estudo estatistico.

A variacdo do pH nas 4 condi¢des de fermentacdo também para os mostos dos 2



ensaios de brassagem também foram avaliados (Figuras 24 e 25, respectivamente).

Figura 24 — Evolucéo do pH durante a fermentacédo e a maturagdo do mosto do Ensaio 1 da
brassagem para as 4 condi¢cbes de fermentacéo

Evolucdo do pH para as 4 condi¢Ges de fermentacdo durante a
fermentagdo/maturacdo do Ensaio 1 de brassagem
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(-/-): T=18°C; 0,5 bilhdo.brix*.L1  (-/+): T=18 °C; 1,0 bilh&o.brix*.L1
(+/-): T=24°C; 0,5bilh&o.brix1.Lt (+/+): T=24°C; 1,0 bilh&o.brix*.L?

Figura 25 — Evolucéo do pH durante a fermentacédo e a maturacdo do mosto do Ensaio 2 da
brassagem para as 4 condi¢cbes de fermentacéo

Evolucdo do pH para as 4 condi¢des de fermentacao durante a
fermentacdo/maturacdo do Ensaio 2 de brassagem
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(-/-): T=18°C; 0,5 bilh&o.brix*.L?  (-/+): T=18 °C; 1,0 bilhdo.brix.L*
(+#/-): T=24°C; 0,5 bilhdo.brix*.L* (+/+): T=24°C; 1,0 bilhdo.brix*.L?



64

Pelas Figuras 24 e 25, vé-se a reducéo do pH durante a fermentacao/maturacgéo.
De acordo com Kunze (2010), esse comportamento acontece devido a formacao de
acidos organicos e a liberacao de ions H*. Embora os valores finais de todos os ensaios
estejam um pouco abaixo dos valores indicados por Kunze (2010) para esta etapa, 4,60
e 4,30, de acordo com Palmer (2017), cervejas de trigo tem valores de pH, geralmente,
mais baixos comparados a outras cervejas. Entre 0s ensaios, graficamente nédo foi
notado nenhuma tendéncia clara de significancia dos parametros estudados, sendo
necessario de um estudo estatistico mais robusto para ter uma conclusdo mais
confiavel.

Como nas etapas 01 e 02, na fermentacdo, a andlise cromatografica gerou
indicativos de presenca dos acidos ferulico e cinamico em todos os tempos de
amostragem. Esse resultado, embora seja qualitativo, gera oportunidades para
iniciativas cientificas no tema a fim de obter resultados mais precisos quanto a
formacéo dos CVAs, 4VG e estireno, importantes para a qualidade sensorial da Cerveja

de Trigo e para o fator de seguranca do produto.



65

5 CONCLUSAO

Na etapa de brassagem, os dois parametros analisados (propor¢cao de MT/MC e
temperatura de mostura de descanso &cido) foram significativos em relagéo a eficiéncia
de extracdo de acUcares definida pelo ESD (°brix), sendo a proporcdo MT/MC mais
significativa. Na faixa estudada, os maiores rendimentos foram obtidos nos Ensaios 1 e
2, com menor proporcédo de malte de trigo (50%), que apresentaram ESD de 10,58 *
0,06 °brix, em um nivel de significancia de 95%. Na etapa de fermentacéo,
graficamente, a variacdo das condi¢cdes de brassagem dos mostos dos Ensaios 1 e 2
ndo gerou diferenca nos valores finais de ESD, teor alcodlico e pH. Porém, variando-se
as condicOes de fermentacdo, notou-se graficamente que a eficiéncia de fermentacéo
tende a aumentar com o aumento da temperatura inicial e da concentragdo inicial de
levedura. Porém, para concluir de maneira mais assertiva, faz-se necessario um estudo
analitico dos dados. Pela analise qualitativa de cromatografia das amostras retiradas
durante as etapas do processo em todas as condi¢cdes estudadas, foi notado que ha
indicativo de presenca dos acidos ferulico e cinamico precursores do 4VG e do estireno,
respectivamente. Portanto, este estudo, além de indicar a proporcado de malte de trigo e
de cevada que gera maior rendimento de brassagem, também € importante como base
exploratoria para que iniciativas cientificas mais robustas avaliem e otimizem melhores
condicbes de processo na geracdo desses CVAs, necessarios para se obter uma

Cerveja de Trigo dentro dos padrdes recomendados.
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Figura A1 — Esquema do processo de brassagem completo (moagem, mostura, clarificacéo, fervura e resfriamento) da Braumeister

Sogess’

10L

n

[/

LT P




71

APENDICE B - VOLUMES MEDIDOS E PADRONIZADOS PARA O PLANEJAMENTO
FATORIAL

Como a manta térmica possui um sistema manual simples de aquecimento e o
béquer é um recipiente aberto, houve inconsisténcia no controle do volume, gerando
medidas de ESD variadas, o que torna a comparacao e analise dificeis. Entretanto, uma
maneira de corrigir esse erro foi a criacdo de volumes padronizados para cada tempo
de retirada de amostra (Tabela B1) e fazendo calculos de diluicdo para prever novos
valores de ESD em relac&o a esses volumes.

Tabela B1 — Volumes medidos e padronizados para o planejamento fatorial 22 com 3 pontos
centrais

Tempo de Retirada de amostras (min)

Ensaios Parametros 15 35 65 170 185 200 15 35 65 170 185 200
P (%MT) T (°C) Volume medido Volume padronizado
1 _(50)  -(40) 430 410 390 420 380 330 430 410 390 410 360 330
2 _(50)  +(50) 430 420 390 410 370 320 430 410 390 410 360 330
3 +(70)  -(40) 440 420 390 410 370 320 430 410 390 410 360 330
4 +(70)  +(50) 430 420 390 400 360 330 430 410 390 410 360 330
5 0(60) 0(45) 430 410 400 410 360 330 430 410 390 410 360 330
6 0(60) 0(45) 430 410 390 430 370 340 430 410 390 410 360 330
7 0(60) 045 420 400 390 410 390 340 430 410 390 410 360 330

A Tabela B1 apresenta os volumes medidos nos tempos de 15, 35, 65, 170, 185
e 200 minutos para os 7 ensaios de brassagem. Os volumes padronizados escolhidos
em sequéncia de tempo foram 430, 410, 390, 410, 360 e 330, que foram os valores

com maior frequéncia entre os volumes medidos.

Para prever os valores de ESD dos volumes padronizados, usou-se 0 conceito
de extrato total em termos de unidade de gravidade (GU), que € um valor de
concentracdo descrita no livro Designing Great Beers de Ray Daniels (2000) e que é

obtido pela Equacé&o 13.
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GU = (SG — 1) x 1000 (13)

Sendo SG, a gravida especifica do mosto. Esse valor é obtido ao converter o
valor medido de ESD usando a Equacado 7 do item 3.4.1. A Tabela B2 apresenta os
valores de ESD medidos e os respectivos valores de SG e de GU calculados para todos
os tempos de retirada de amostra dos 7 ensaios de brassagem.

Ao multiplicar GU pelo volume do mosto, obtém-se o extrato de solidos
dissolvidos total de determinada solucdo. Esse valor ndo € alterado ao diluir, premissa
gue resulta na Equacéo 14.

Extrator,, = ExtratoTp

GUp X Vi = GU, X 1, (14)

13 ” [{pgl)

Sendo o0s subscritos ‘m” e “p” referentes a medido e padronizado,
respectivamente. Usando essa equac¢ao, pode-se calcular os valores de GU para os
volumes padronizados. Em seguida, todos os valores foram convertidos de volta para
SG usando a Equacao 14 e para ESD usando a Equacao 8 do item 3.4.1. A Tabela B3
apresenta os valores de GU corrigidos e os respectivos valores de SG e ESD

calculados para todos os tempos de retirada de amostra dos 7 ensaios de brassagem.

Por fim, foi necessario corrigir o erro referente a medicéo do refratdmetro atraves
do fator de correcao no valor de 1,04 como indicado no item 4.3.1. A Tabela 8 do item 4
(Resultados) apresenta os valores de ESD de todas as amostras dos 7 ensaios de

brassagem apos essas correcoes.
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Tabela B2 — Valores de ESD medidos usando o refratbmetro, de gravidade especifica convertida do valor medido e de unidade de
gravidade medida das 6 amostras nos tempos de 15, 35, 65, 170, 185 e 200, para o planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais

Parametros ESD medido (°brix) Gravidade especifica medida (SG) Unidade de Gravidade medida (GU)
Ensaios Tempo de retirada de amostra (min)
P (%MT) T (°C)

35 65 170 185 200 15 35 65 170 185 200 15 35 65 170 185 200
1 - (50) -(40) 8,00 13,80 17,40 12,50 14,00 15550 1,032 1,056 1,072 1,050 1,057 1,063 32 56 72 50 57 63
2 - (50) +(50) 890 14,70 17,20 12,90 14,70 16,20 1,035 1,060 1,071 1,052 1,060 1,066 35 60 71 52 60 66
3 +(70) -(40) 6,30 13,20 16,00 11,50 13,70 15550 1,025 1,053 1,065 1,046 1,056 1,063 25 53 65 46 56 63
4 +(70) +(50) 6,10 11,80 1530 12,00 12,90 13,80 1,024 1,048 1,062 1,048 1,052 1,056 24 48 62 48 52 56
5 0 (60) 0(45) 6,00 12,70 16,80 11,80 13,40 14,50 1,024 1,051 1,069 1,048 1,054 1,059 24 51 69 48 54 59
6 0 (60) 0(45) 6,10 11,40 16,00 11,90 13,00 14,30 1,024 1,046 1,065 1,048 1,053 1,058 24 46 65 48 53 58
7 0 (60) 0(45) 6,30 12,20 1590 11,10 12,80 13,80 1,025 1,047 1,062 1,043 1,050 1,054 25 47 62 43 50 54

Tabela B3 — Valores de unidade de gravidade corrigida, gravidade especifica corrigida e de ESD corrigido das 6 amostras nos
tempos de 15, 35, 65, 170, 185 e 200, para o planejamento fatorial 2> com 3 pontos centrais
Parametros Unidade de Gravidade corrigida (GU) Gravidade especifica corrigida (SG) ESD corrigido (°brix)
Ensaios Tempo de retirada de amostra (min)
P (%MT) T (°C)
15 35 65 170 185 200 15 35 65 170 185 200 15 35 65 170 185 200
1 -(50) -(40) 32 56 72 52 60 63 1032 1,056 1,072 1052 1,060 1,063 7,69 13,27 16,73 12,02 13,46 14,90
2 -(50) +(50) 35 61 71 52 61 64 1035 1,061 1071 1052 1,061 1,064 890 1504 17,20 12,90 1509 15,64
3 +(70) -(40) 25 55 65 46 57 61 1025 1,055 1,065 1046 1,057 1061 606 12,69 1538 11,06 13,17 14,90
4 +(70) +(50) 24 49 62 47 52 56 1024 1049 1062 1047 1,052 1056 587 11,35 14,71 11,54 12,40 1327
5 0(60) 0(45) 24 51 71 48 54 59 1024 1,051 1071 1,048 1,054 1,059 577 12,21 16,15 11,35 12,88 13,94
6 0(60) 0(45) 24 46 65 50 54 60 1024 1,046 1065 1,050 1,054 1,060 587 10,96 1538 11,44 12,50 13,75
7 0(60) 0(45) 24 46 62 43 54 55 1024 1,046 1,062 1,043 1054 1,055 6,06 11,73 1529 10,67 12,31 13,27




APENDICE C - VALORES DE PH

74

Tabela C1 — Valores de pH das 6 amostras nos tempos de 15, 35, 65, 170, 185 e 200, para o
planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais.

Parametros pH
Ensaios Tempo de retirada de amostra (min)
P (%MT) T (°C)

15 35 65 170 185 200
1 - (50) -(40) 5,75 575 5,72 569 5,64 5,62
2 - (50) +(50) 5,76 5,79 5,78 5,70 5,65 5,62
3 + (70) -(40) 5,70 5,72 5,72 5,67 5,64 5,62
4 +(70) +(50) 5,72 5,74 570 5,68 5,66 5,63
5 0 (60) 0(45) 5,77 577 575 572 571 564
6 0 (60) 0(5) 5,76 578 576 571 565 5,62
7 0 (60) 0(45) 5,67 570 570 565 5,64 5,61
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