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Resumo

Este projeto foi desenvolvido na empresa Super Bock Bebidas S.A., no Departamento da
Qualidade do Centro de Produgdo de Cerveja de Lecga do Balio, tendo como objetivo melhorar
o controlo da atenuag@o limite: obter valores superiores ¢ menor tempo de brassagem. Este
projeto foi dividido em duas partes. A primeira consistiu no estudo bibliografico, ¢ no
acompanhamento do processo industrial, onde foi realizada uma caracterizagao da situagao
atual e uma analise do histérico de resultados. A segunda parte focou-se na otimizagdo da

atividade enzimadtica, usando como variaveis o pH e a temperatura.

A etapa da brassagem ¢ a etapa mais importante no processo de produgdo do mosto. Tem como
principal finalidade a conversdo do amido presente nas matérias-primas num extrato soltivel
com acgucares fermentaveis, por meio de acao enzimatica. A propriedade mais importante das
enzimas ¢ a sua atividade na quebra de ligagdes quimicas. Conhecendo os fatores que
influenciam a atividade enzimatica na brassagem ¢ possivel otimizar a formagao de agucares
fermentesciveis. A atividade enzimdtica ¢ principalmente influenciada pela temperatura e
tempo de brassagem, pH e racio 4gua/cereais. Com a identificagdo destes parametros e, apos
um acompanhamento detalhado do processo de fabrico do mosto, foram identificadas
oportunidades de melhoria no processo e foram definidas trés agdes a implementar: otimizagao
dos valores de pH na empastagem, introducao de patamar de sacarificagdo a 72°C e diminui¢ao
do tempo no patamar de acdo da PB-amilase. Com as alteragdes efetuadas foi possivel a

concretizagdo do objetivo proposto para o projeto.

Foi igualmente validada a utilizagdo de um novo auxiliar enzimatico que contém a enzima
glucoamilase, para ser utilizada em ¢épocas em que o grau de atenuagdo limite ndo esta
controlado, por exemplo, por alteracdes na qualidade do malte utilizado. Este objetivo foi
alcangado, conhecendo-se a utilizagdo da enzima: dosagem, diagrama de brassagem, grau de

atenuacao atingido, performance da fermentacao e sem impacto no produto acabado.

Palavras-chave: brassagem, atividade enzimatica, aglicares fermentesciveis, atenuagdo

limite.



Abstract

This project was developed at Super Bock Bebidas, S.A, in the Quality Department in the Lega
do Balio Beer Production center, with the objective of improving the control of attenuation:
higher values and shorter brewing time. This project was divided into two parts. The first part
consisted of bibliographic study and in the monitoring of the industrial process, where was
performed the current characterization of the process and an analysis of the historical results.
The second part focused on optimizing the enzymatic activity, using pH and temperature as

variables.

The mashing step is the most important step in the wort production. The main purpose is the
conversion of starch present in raw materials into a soluble extract with fermentable sugars,
through enzymatic action. The most important property of enzymes is their activity in breaking
chemical bonds. Understand the factors that have influence in the enzyme activity in the wort,
it is possible to optimize the formation of fermentable sugars. Enzyme activity is mainly
influenced by wort temperature and time, pH and quantity water/grist. With the identification
of these parameters and, after a detailed monitoring of the wort production, opportunities for
improvement the process were identified and defined three action to be implemented:
optimization of pH values in mashing, introduction of saccharification step at 72°C and
reduction of time at the f-amilase step. With the changes made, it was possible to achieve the

proposed objective for the project.

It is also studying the use of a new enzymatic auxiliary containing the glucoamylase enzyme,
to be utilized in times when the degree of attenuation limit is not controlled, for example, due
to changes in the quality of the malt used. This objective was achieved, knowing the use of the
enzyme: dosage, mashing diagram, degree of attenuation reached, fermentation performance

and no impact on the finished product.

Keywords: mashing, enzyme activity, fermentable sugars, limit attenuation.
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1. Introducao

1.1. Enquadramento e Apresentacio do Projeto

O presente estagio foi desenvolvido numa envolvente empresarial no ambito do Mestrado em
Engenharia Alimentar da Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catdlica
Portuguesa. Neste projeto sdo descritas as atividades e os projetos realizados na empresa Super
Bock Group, bem como os seus resultados e conclusoes. Também ¢ apresentada uma pequena

apresentacao da empresa e uma revisao bibliografica sobre o tema do projeto.

A cerveja ¢ o resultado de um processo biotecnoldgico, tradicionalmente descontinuo, que
engloba um conjunto de processos bioldgicos e enzimaticos, realizados com o apoio de diversas
operagdes unitarias. O processo mais importante na produgao da cerveja ¢ a fermentacdo dos
acucares fermentesciveis contidos no mosto para formar o alcool e o didéxido de carbono e
outros subprodutos com caracteristicas sensoriais, através do metabolismo anaerébio da

levedura (Willaert, 2004).

O teor de acucares presente no mosto esta diretamente realizado com a produgado de alcool. Do
ponto de vista tecnologico e econdmico, o conteido em aglcares fermentesciveis ¢ um

parametro determinante para os custos de produgdo e para a qualidade da cerveja.

Estes agucares fermentesciveis sdo convertidos, por acdo enzimatica, durante a produg¢do do
mosto, na etapa da brassagem. Ao longo desta etapa ocorrem varias reagdes bioquimicas que
promovem o desdobramento e conversdao do amido em agucares fermentesciveis, por acao de
enzimas especificas, como a o e B amilase (Briggs, 2004). Todas as substancias resultantes
desta etapa que passam para a solucao sao referidas como extrato, como por exemplo aglcares,
dextrinas, proteinas, substancias inorganicas, etc. A propor¢ao de agucares fermentesciveis esta
diretamente relacionada com a sele¢do das condigdes Otimas para a atividade enzimatica. A
atenuagdo limite ¢ a percentagem de acucares fermentesciveis presentes no extrato final do

mosto (Kunze, 2014).

O primeiro objetivo deste projeto incidiu-se no estudo bibliogréafico, caraterizagdo do mosto em
estudo e analise dos dados. Com base nesses dados foram propostas agdes de otimizacao usando

como variaveis do projeto o pH e a temperatura.



Paralelamente efetuaram-se ensaios para validacdo de um novo auxiliar enzimatico. Esta
solugdo tem um custo implicito, pela que a sua utilizagdo ¢ apenas como recurso para as épocas

em que ocorrem desvios na atenuagdo inerentes a0 processo.

Paralelamente foram ainda realizadas andlises laboratoriais as leveduras utilizadas na
fermentagdo. Este procedimento foi efetuado para o calculo da percentagem de levedura viavel
com a finalidade de calibrar e colocar em funcionamento um equipamento industrial
denominado “Aber”. Este equipamento ira permitir que todo o processo de sementeira seja
automatizado, onde o calculo da dosagem da quantidade de levedura serd exato e automatico.
Este ultimo foi calibrado durante o presente trabalho, mas, no final, ainda nao tinha sido

colocado em funcionamento.

Objetivos
O estagio esta dividido em trés agdes e implementag¢do das mesmas cujos objetivos sdo:
e Melhorar controlo da atenuagao limite

o Obter valores superiores de atenuacao limite e dentro da especificagdo

o Menor tempo de brassagem

Relativamente a validagdo de um novo auxiliar enzimatico, o objetivo € o conhecimento da sua
utilizagdo (dosagem, receita de empastagem e atenuagdo atingida) sem impacto negativo no

processo e nas carateristicas do mosto e produto acabado.

Devido a confidencialidade do trabalho, existem alguns parametros que ndo podem ser

revelados por serem confidenciais.
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2. Apresentacao da empresa

A Super Bock Group ¢ a maior empresa portuguesa de bebidas cuja atividade principal assenta
nos negocios das cervejas e das aguas engarrafas. Mantém igualmente presenca no segmento
dos refrigerantes, sumos e vinhos. Outros segmentos da empresa s3o a producdo e
comercializacdo de malte e o negdcio do turismo, possuindo os parques Ludico-Termais de

Vidago e de Pedras Salgadas.

A Super Bock Group ¢ uma empresa de capital maioritariamente portugués, em que 56% das

acdes pertencem ao grupo VIACER e 44% ao grupo Carlsberg.

A missdo da empresa ¢ a dedicagdo a produgdo de bebidas e ao desenvolvimento de marcas, a
inovacdo, o crescimento ¢ valorizagdo das pessoas ¢ das marcas e a contribui¢do para o
desenvolvimento sustentavel, obtendo o reconhecimento e a valorizagcao adequados por parte

da comunidade e dos acionistas.

A empresa estd dividida nas seguintes areas: Administrativo-Financeira, Comercial, Marketing,
Turismo, Browers Company, Maltibérica e Supply Chain. A ultima divide-se em varios

departamentos, tais como a Produc¢do e Qualidade, Ambiente e Seguranca.

O projeto foi concretizado nas instalagdes da Super Bock Bebidas, S.A., no centro de producao
de cervejas de Leca do Balio, em Matosinhos, no Departamento da Qualidade, Ambiente e

Seguranca mais concretamente na area dos Servigos Técnicos.
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3. Estado da Arte

3.1. Introducao

De acordo com a legislagdo portuguesa, a cerveja ¢ uma bebida obtida através da fermentagao
alcodlica de um mosto preparado a partir de cereais, principalmente cevada, e outras matérias-
primas amilaceas ou agucaradas, ao qual foram adicionadas flores de lupulo ou os seus
derivados e agua potavel (Placeholderl) (Briggs, 2004). A fermentacao ¢ realizada pela acao
de leveduras selecionadas do género Saccharomyces cerevisiae (Briggs, 2004). Segundo a
Portaria n°1/96 de 3 de janeiro, o tipo de cerveja ¢ definido de acordo com o teor alcodlico e

com o extrato primitivo.

3.2. Processo industrial de producao de cerveja

3.2.1. Matérias-primas

As principais matérias-primas para a producdo de cerveja sdo o malte, a 4gua, o lapulo e a

levedura.

O malte obtém-se a partir da cevada e ¢ o elemento basico para a producdo de cerveja,
conferindo propriedades visuais, gustativas e olfativas especificas a cerveja (Kunze, 2014).
Apresenta um elevado conteido de amido, o teor adequado de proteinas (9-11,5%) e ¢ a
principal fonte de enzimas que quebram o amido presente, convertendo-o em acgucares

fermentesciveis (EBlinger, 2009).

A agua ¢ indubitavelmente a principal matéria-prima da cerveja em termos quantitativos. Posto
isto a qualidade da 4gua utilizada no fabrico da cerveja ¢ um fator muito importante e existem
varios parametros fundamentais que devem ser assegurados para a qualidade do produto final:
a agua deve ser potavel, insipida e inodora e apresentar uma composi¢do quimica equilibrada
em relacdo aos catides (calcio, magnésio e s6dio) e aos anides (carbonato, bicarbonato, cloreto
e sulfato) (Briggs, 2004). O conteudo de sais dissolvidos € o pH sdo os parametros mais
importantes a avaliar na 4gua. Por exemplo, o célcio estabiliza a atividade enzimatica durante
a brassagem, auxiliando ainda na floculagdo da levedura, na estabilidade e na clarificacdao da
cerveja. O magnésio permite a redu¢ao do pH do mosto, para além de ser cofator de varias

enzimas que atuam durante a fermentagao (Kunze, 2014).

O lupulo (Humulus lupulus) ¢ uma planta aromatica que confere a cerveja o aroma € 0 amargo

carateristicos. Contribui, igualmente, para a estabiliza¢do da espuma e precipitagdo de proteinas
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e para a estabilidade microbioldgica uma vez que protege a cerveja contra contaminagdes

microbioldgicas (EBlinger, 2009).

A levedura ¢ um fungo maioritariamente unicelular. As utilizadas na indudstria cervejeira
pertencem todas ao género Saccharomyces. As leveduras podem ser classificadas com base no
seu comportamento ao flocular, ou seja, leveduras de fermentacdo baixa (lager) e de
fermentagdo alta (ale). As leveduras ale sdo conhecidas como Saccharomyces carlsbergensis,

enquanto que as leveduras lager como Saccharomyces cerevisiae (Flickinger, 1999).

Para além do malte podem ser utilizadas matérias-primas secundarias, denominados de
adjuntos, como o caso do gritz. Este tipo de cereal ndo possui enzimas € € composto por mais
de 75% de amido. Desta forma, deve ser misturado com o malte no processo de fabrico do
mosto, para que o amido nele presente seja hidrolisado pelas enzimas presentes no malte
(Briggs, 2004). A utilizacdo do grizz tem como primordial finalidade a diminui¢do da
percentagem de proteinas, lipidos e polifenois existentes no mosto, reduzindo o aparecimento
de turva¢do no produto acabado. Providenciam, ainda, uma vantagem econdémica pois fornecem
extrato de uma forma menos dispendiosa comparativamente com o malte (Kristiansen, 2011).
Devido a lei de Reinheitsgebot (Lei de Pureza Alema) que normatiza a produgdo de cervejas a
partir do uso de apenas quatro ingredientes: a4gua, malte, lupulo e levedura, ocasiona a proibi¢ao

do uso de adjuntos em alguns paises (Briggs, 2004).

A qualidade destas matérias-primas ¢ decisiva na qualidade do produto final e o conhecimento
das suas propriedades, e o seu efeito no processamento e no produto, possibilita otimizar o seu

manuseamento e controlo de todo o processo de fabrico (Kunze, 2014).

O processo de producdo da cerveja € constituido por vérias etapas, apresentadas na Figura 1,
cada uma com carateristicas e fungdes especificas que determinam a qualidade do produto final.
Cada uma destas etapas sera descrita de seguida, sendo que a etapa da brassagem sera abordada

mais detalhadamente pois € esta etapa que contempla o foco do presente projeto.
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Figura 1 - Etapas do Processo de Producdo da Cerveja (Fonte: (Young, 2009)).

3.2.2. Producao de mosto

O processo de fabrico do mosto inicia-se com a rececao e ensilagem das matérias-primas, como
por exemplo, o malte, a cevada e o gritz. A utilizagdo do malte pressupde a sua moagem e a
pesagem. Relativamente ao grifz, este ja € rececionado na granulometria especificada (nao
sendo por isso necessario proceder a moagem) ficando em condigdes de ser utilizado apos a

pesagem.

A producao e a moagem dos graos de malte ¢ uma tecnologia que esta diretamente relacionada
com o processo produtivo da cerveja, uma vez que € esta matéria-prima que fornece um dos
principais ingredientes para a sua producdo — o amido. A moagem tem como finalidade a
desintegracao completa das paredes celulares do endosperma, tornando o amido e todos os seus

elementos mais acessiveis a acao enzimatica (Kunze, 2014).

A etapa que se segue ¢ a brassagem e engloba todo o processo de empastagem e sacarificagao.
Existem diversos fatores que influenciam a qualidade e o rendimento da brassagem e que devem

ser considerados para a tecnologia da brassagem. Dentro deles evidenciam-se: a qualidade do
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malte e dos possiveis adjuntos utilizados, a composi¢ado e carateristicas quimicas da 4gua usada,
a relacdo agua/quantidade de matéria soélida (concentragdo do mosto), a variabilidade de
tempos/temperaturas no decorrer do processo € o pH do mosto durante esta etapa (Kunze,

2014).

Esta etapa ¢ realizada em caldeiras de ago inoxidavel ou cobre, aquecidas por agua ou vapor.
Resumidamente, nesta etapa ocorre a mistura do malte moido com a agua — obtendo-se o
empaste - que € aquecido passo a passo até atingir as temperaturas ideias para a atividade
enzimatica de certas enzimas. Assim, a brassagem consiste num acréscimo da temperatura,
seguido de fases de estacionamento — designados patamares — que promovem determinadas

reacdes (Willaert, 2004).

O primeiro patamar, designado por patamar proteolitico, entre 45-52°C, favorece a atuacdo de
proteases e B-glucanases. O patamar seguinte, patamar amiolitico, promove essencialmente a
atuacdo da B-amilase para a formacao de maltose e ocorre entre 61-63°C. De referir que, nesta
fase, a a-amilase também esta ativa, possibilitando a atuacao da (-amilase. Este ¢ o patamar
essencial para a formagao de acucares fermentesciveis, pelo que as reagdes que ocorrem nele
serdo abordadas mais detalhadamente no ponto 3.3. O patamar seguinte, 70-72°C, favorece a
atuacdo da a-amilase e, por fim, um pequeno periodo a 75-78°C garante a total sacarificacdo e

inativacao das enzimas (Kunze, 2014).

As caldeiras possuem pds de agitacdo — agitadores — que possuem um papel preponderante nesta
fase pois garantem uma mistura eficaz e homogénea durante a brassagem. Caso ndo ocorra
agitacdo (ou quando esta ndo ocorre eficazmente) durante o periodo de estabilizacdo entre
temperaturas, a mistura produzida ndo serda homogénea (Tom A. Bringhurst, 2003). Nesta etapa
a frequéncia do agitador nas caldeiras deve ser controlada, assim como a oxidagdo durante a
brassagem que tem um elevado impacto na estabilidade organolética da cerveja (Willaert,

2004).

O tempo e as temperaturas da brassagem podem variar consoante o tipo de cerveja a produzir
e a qualidade do malte (e adjuntos) utilizados (O'Rourke, 2011). Dependendo do diagrama de
empastagem, os processos de brassagem podem ser classificados em dois tipos: por infusdo ou

por decoccao (Kunze, 2014).
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Brassagem por infusio

O processo por infusdo € o processo de brassagem mais simples e estd apresentado na Figura 2.
Neste método o mosto ¢ todo aquecido numa caldeira, com periodos de estabilizagdo a uma
dada temperatura, considerando as propriedades das enzimas, até ser atingida a temperatura

final do processo (Willaert, 2004).

Do ponto de vista das operagdes unitarias, 0 método de infusdo implica a mistura e hidratagao

do empaste, reacdes enzimaticas e separacao solido-liquido e liquido-sélido (Briggs, 2004).

Este processo ocorre apenas numa caldeira de empastagem, € como o empaste nao ¢ bombeado
ainjecdo de ar ¢ inexistente. Este facto € vantajoso pois o oxigénio presente durante a brassagem
provoca a oxidacdo dos acidos gordos insaturados o que conduz a efeitos negativos na
estabilidade do sabor da cerveja (Kunze, 2014). Para além desta vantagem, o processo ¢
facilmente automatizado e monitorizado e requer menos 20-30% de energia do que o processo
de decoccao (Briggs, 2004). No entanto, o processo torna-se desvantajoso pois existe a

possibilidade de o rendimento do extrato ser mais baixo (Reichelt, 1983).
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Figura 2 - Exemplo de Brassagem por Infusdo (Fonte: IFBM - French Institute of Beverages, Brewing and Malting).
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Brassagem por decoc¢io

No processo de decocgdo, representado na figura 3, o empaste ndo ¢ todo aquecido a mesma
temperatura. Neste processo, uma parte do empaste € aquecido separadamente (Kunze, 2014).
Apos ser atingida a temperatura de ebulicdo, a parte do mosto que sofreu o aquecimento em
separado ¢ bombeado para o interior da caldeira. Deste modo, a temperatura do empaste total

sofre um aumento de temperatura até atingir o patamar seguinte (Willaert, 2004).

No método por decocgao, as operagdes unitarias designam-se pelo aquecimento adicional do
empaste, o envio deste para a caldeira de empastagem e posteriormente pela mistura do empaste

(Briggs, 2004).

Dependendo do numero de ebulicdes efetuadas, os métodos de decoccdo podem ser
classificados em simples, duplo ou triplo (Reichelt, 1983). Atualmente, apenas os processos de
decoccao simples e duplo sdo utilizados, pois a brassagem por decocgdo tripla consome muita

energia e so ¢ realizada na produ¢ao de algumas cervejas especiais (Willaert, 2004).

A brassagem pelo método de decoccdo detém os seguintes efeitos: menor rotura de proteinas
no mosto fervido devido ao rapido aquecimento; etapa de gelatinizacdo e liquidificagdo do
amido mais extensa; aumento da extragdo de cascas e da formagao de melanoidina (substancia
responsavel, em parte, pela percecdo da qualidade de alimentos ao influenciar a cor, odor e
sabor); aumento da remoc¢ao de dimetil-sulfeto (DMS), que possui um odor desagradavel e

carateristico e aumento da inativagcdo enzimatica no mosto (Willaert, 2004).
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Figura 3 - Exemplo de Brassagem por Decogao (Fonte: IFBM - French Institute of Beverages, Brewing and Malting).
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Como referido anteriormente, na etapa da brassagem ocorrem varias reagdes enzimaticas, sendo
que as quatro principais sdo: a hidrolise das proteinas em péptidos e aminoacidos livres, a
degradacao das cadeias de B-glucanas e a degradacdo do amido gelatinizado em hidratos de
carbono fermentaveis (Kunze, 2014). Tendo em conta o objetivo deste trabalho sera abordado

mais detalhadamente o processo de degradacdo do amido e a atividade enzimatica.

A inativagdo enzimadtica corresponde a fase final da brassagem que visa a paragem da atuacao
enzimadtica. Durante esta etapa ¢ de extrema importancia a temperatura nao ultrapassar os 80°C
para ndo ocorrer uma extragao acentuada de polifendis, que provocarao adstringéncia a cerveja

(Briggs, 2004).

Apos a etapa da brassagem ocorre a filtragdo do mosto que tem como finalidade a separacao da
mistura proveniente da brassagem. Essa mistura contém substincias dissolvidas e outras ndo
dissolvidas que sdo necessarias separar, ou seja, a filtragdo desagrega a parte insoluvel (dreche)
do filtrado (mosto) (Paludan-Miiller, 2009). Esta separacao ¢ fundamental uma vez que apenas
0 mosto, ou seja, a parte aquosa da solugdo, consequente da extragcdo e da hidrolise do amido,
sera utilizado para produzir cerveja (Briggs, 2004). A dreche, designada como subproduto da
filtracao do mosto, constituida por residuos do malte moido, cascas e substancias que ficaram
retidas no processo, vai ser rejeitada. Este subproduto pode ser vendido como ragdo animal
(Paludan-Miiller, 2009). A filtracao ¢ efetuada num filtro prensa ou numa cuba filtro, tendo
uma duragdo de cerca de 2-3 horas, a uma temperatura de 75-80°C. Esta fase ¢ fundamental no
processo produtivo da cerveja, uma vez que o grau de eficiéncia da filtragcdo afeta diretamente
a qualidade da cerveja final. Apds a filtragcdo do mosto, este € enviado para o tanque tampao

onde fica armazenado.

O mosto armazenado no tanque tampao ¢ transferido para a caldeira de ebuli¢do. A etapa da
ebulicdo tem como principal funcdo a estabilizagdo da composi¢do do mosto, nomeadamente,
isomerizacdo dos compostos derivados do lupulo, esterilizagdo do mosto, inativacdo das
enzimas, precipitacdo de proteinas de peso molecular elevado, formagdo de complexos de
proteinas/polifenois, formagao de complexos de cor (reacao de Maillard), redugdao do pH do
mosto, eliminagdo de substancias volateis indesejaveis como por exemplo o dimetilsulfureto
(DMS) e concentracado final de extrato do mosto através da evaporagdo da agua (EBlinger, 2009)
(Kunze, 2014). E importante que o mosto seja fervido e agitado para evitar a permanéncia de
sedimento, designado de #rub, no mosto (Briggs, 2004). Apds o término desta fase, o0 mosto

contém precipitado proteico e fragmentos suspensos de lipulo ndo solubilizado. Estes
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componentes devem ser separados do mosto quente para garantir que o flavour e a estabilidade
coloidal da cerveja ndo sejam comprometidos. Para ocorrer esta separacdo, o mosto ¢ enviado
para um decantador onde repousa durante alguns minutos. Desta forma, os componentes
mencionados agregam-se e sedimentam, constituindo o trouble (Briggs, 2004). Este precipitado
recolhido pode ser novamente introduzido no processo de fabricagdo do mosto, na fase de

sacarificagdo, para rentabilizar o processo de fabricacao.

No fim do processo produtivo do mosto obtém-se um mosto limpo, lupulado e rico em agtcares

fermentesciveis pronto para ser submetido a proxima etapa que ocorre na adega.

3.2.3. Fermentacido, maturacio, estabilizacio a frio e enchimento

Findadas todas as etapas do processo de fabricagdo do mosto, o mosto ¢ enviado para a unidade
da adega onde ocorrem as etapas de fermentacdo, maturacdo e estabilizag¢do a frio em cubas de

fermentagdo, seguindo-se a etapa de clarificacdo (Briggs, 2004).

r

Primeiramente o mosto ¢ arrefecido para temperaturas proximas da temperatura inicial de
fermentagdo, de 9 a 15°C (temperatura ideal para o desenvolvimento da levedura), e é arejado
em condicdes estéreis, de modo a que sejam satisfeitas as necessidades de levedura em
oxigénio, nutriente fundamental para a reconstituicdo da parede da célula e do seu crescimento
(EBlinger, 2009). Apods o arrefecimento e inoculagdo da levedura no mosto, o mosto ¢ enviado

para as cubas onde se inicia a etapa da fermentacao.

A fermentacdo ¢ a etapa mais importante de todo o processo cervejeiro uma vez que inclui a
operagdo durante a qual os agucares do mosto, por acdo da levedura, sdo transformados em
alcool e didxido de carbono. A etapa de fermentacdo divide-se em duas fases: a fase aerdbia
onde ocorre a multiplicacdo da levedura e a fase anaerdbia onde ocorre a conversdo dos
acucares em etanol e dioxido de carbono (Kunze, 2014). O processo ¢ iniciado pela fase
denominada “/ag” ou de respiragdo, seguindo-se a fase de crescimento, caraterizada
essencialmente pela multiplicacdo intensa das células de levedura, fase de fermentag¢do e por
ultimo a fase estacionaria, que ocorre quando os agregados de células de levedura sedimentam
no fundo da cuba de fermentagdo. O fim da fermentacao ocorre quando ja ndo existem agucares
fermentesciveis na cerveja (Kunze, 2014) (EBlinger, 2009). Paralelamente a transformacgao do
acucar em alcool e dioxido de carbono sdo produzidas outras substidncias, nomeadamente
¢ésteres, acidos e alcoois superiores responsaveis pelo aroma e sabor da cerveja. No término da

fermentagdo do mosto observa-se uma diminui¢do do pH e uma redugdo substancial das
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concentragdes de agucares, aminoacidos e vitaminas, contrabalangando com um aumento da
concentragdo de etanol produzido. Estas caracteristicas fazem da cerveja um meio pouco

adequado para o desenvolvimento de bactérias (Briggs, 2004).

Apos obtido o mosto fermentado € necessario eliminar as substancias indesejaveis provenientes
da fermentacao com o objetivo de melhorar as carateristicas do produto final (Willaert, 2004).
Assim, apds a etapa de fermentacdo segue-se a etapa de maturagdo, que consiste no
arrefecimento e posterior armazenamento da cerveja a baixas temperaturas, proximas de 0°C, a
fim de permitir a libertacdo e redu¢do de compostos volateis indesejaveis, nomeadamente o
diacetilo, acido sulfidrico e aldeido acético. Esta fase ¢ caraterizada por um repouso prolongado
e contribui para melhorar a clarificagdo e amadurecimento do aroma e sabor da cerveja,

tornando-os mais subtis (Briggs, 2004).

A estabilizacdo ¢ a etapa seguinte e realiza-se a temperaturas perto do ponto de congelagao.
Esta etapa consiste em promover a agregagdo e precipitagdo dos percursores de turvacdo na
cerveja em garrafa, tais como complexos de proteinas, polifendis e levedura possibilitando,

desta forma, a sua remoc¢ao, permitindo um equilibrio coloidal da cerveja (Briggs, 2004).

A etapa que se segue ¢ a etapa de filtracdo também designada por clarificacdo. Esta fase tem
como objetivo a remog¢do da levedura residual e das restantes particulas de turvagdo em
suspensdo, de modo a clarificar a cerveja (EBlinger, 2009). Para além da redugdo da turvagdo
esta etapa também confere estabilidade bioldgica e quimica a cerveja (Kunze, 2014). No final
deste processo a cerveja esta limpida e pronta para ser enviada para os tanques de cerveja

filtrada (designados TCF’s) onde permanece armazenada.

O enchimento ¢ a Gltima etapa de todo o processo. A cerveja pode ser acondicionada em garrafa,
lata ou barril. Durante o enchimento, a incorporacao de oxigénio ¢ cuidadosamente controlada.
O processo mais utilizado para garantir a estabilidade microbiologica da cerveja, ¢ a
pasteurizacdo. Esta pode ser realizada em tunel ou num permutador de calor, esta ultima
designada por pasteurizacao flash. Também existem outras op¢des como o enchimento a quente
e a filtracao estéril (Kunze, 2014). Os ultimos passos da etapa do enchimento sdo a rotulagem

e 0 embalamento.

Durante todo o processo de produgdo da cerveja, e nas diversas etapas do processo, ¢ efetuado
um controlo de qualidade rigoroso que permite aferir o cumprimento dos parametros

especificos de cada tipo de cerveja.
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3.3. Processo de degradacio enzimatico — degradaciao do amido

A conversdo eficiente do amido em agucares ¢ o principal determinante da eficiéncia cervejeira,
uma vez que o principal objetivo ¢ produzir, das matérias-primas, o alcool pretendido (Kunze,
2014). O custo da matéria-prima ¢ um dos principais componentes dos custos globais do
funcionamento de uma cervejaria. Deste modo, a maximiza¢do do rendimento do seu fabrico

torna-se essencial (O'Rourke, 2011).

Posteriormente a célula, o amido ¢ a forma mais abundante de hidratos de carbono produzidos
por plantas (Reichelt, 1983) e ¢ a principal fonte de energia na dieta humana. Este pode ser
encontrado em cereais, tais como trigo ou cevada. A composi¢ao ¢ a estrutura do amido podem
variar consoante o cereal escolhido, sendo que o tamanho e a configuragdo dos granulos do

amido tém uma influéncia bastante importante em varios parametros (Tom A. Bringhurst,

2003).

Este polimero ¢ constituido por moléculas de glicose ligadas entre si formando dois tipos de
polimeros: amilose ¢ amilopectina. A amilose consiste numa cadeia ndo ramificada (linear) de
ligagdo glicosidica a-1,4 (250-300 unidades de comprimento em forma de hélice). A
amilopectina consiste numa cadeia ramificada de ligagdo glicosidica a-1,4 ¢ a-1,6 (até 1000
unidades de comprimento) (Tom A. Bringhurst, 2003). A amilopectina ¢ menos solivel em

agua comparativamente a amilose (Briggs, 2004).

it~ 1->4) linkage

I'II-rDﬂI ':'IIJDGI

s CHiy 08
o o ] o
H 15} Hy Ok
1 o s e e e
oH o oH oH

Figura 4 - Estrutura do amido: amilose (Fonte: (Jespersen, 2008)).
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Figura 5 - Estrutura do amido: amilopectina (Fonte: (Jespersen, 2008)).

As quantidades relativas de amilose e amilopectina detém uma forte interferéncia sobre as
propriedades fisicas e quimicas do amido (Briggs, 2004). A quantidade destas cadeias afeta as
carateristicas de processamentos dos cereais, tais como a temperatura de gelatinizagdo,
viscosidade e a tendéncia para retrogradagdo. Tal pode implicar um efeito grande sobre a
eficiéncia de todo o processamento e, consequentemente, sobre o rendimento alcodlico (Tom

A. Bringhurst, 2003) (Kunze, 2014).

A amilopectina tem muito menor suscetibilidade a retrograda¢cdo comparativamente a amilose.
No entanto, sob condi¢des extremas, tais como alta concentragdo de amido e temperaturas
muito baixas, a amilopectina pode igualmente submeter a retrogradacdo. Contudo, esta pode
ser, em certa medida, reversivel. A amilopectina presente no milho ¢ mais propensa a

retrogradacao do que a amilopectina presente na cevada ou no trigo (O Rourke, 2011)

A degradacdo do amido ocorre em trés etapas: gelatinizacdo, liquefagdo e sacarificagao
ilustradas na figura 6. Esta sequéncia ¢ imutavel, mas ocorre simultaneamente. As principais

enzimas envolvidas na degradagdo do amido sdo a e B-amilases (Kunze, 2014).

22



douigh-in gelatinization liquification: accharnfication-—-

cooton | - e
reaction

viscosity

Figura 6 - Etapas da degrada¢do do amido (Fonte: (Kunze, 2014)).

O amido ¢ em parte cristalino e amplamente insolivel em agua. Desta forma, a fim de ser
possivel a sua degradagdo, € necessario interromper a sua estrutura granular de modo a que seja
possivel a absor¢do da dgua (Tom A. Bringhurst, 2003). Segundo Zobel (1984), a gelatiniza¢ao
¢ um processo de hidrata¢do dos granulos de amido de modo a que este possa ser solubilizado.
Nesta fase ndo ocorre reacdo quimica. Quando os graos de amido sdo aquecidos pela agua a
temperaturas progressivamente mais elevadas, ocorre uma dissociagdo das regides helicoidais
de amilose e a quebra da estrutura cristalina da amilopectina. Desta forma os graos vao absorver
uma certa quantidade de agua, resultando no aumento do seu volume até um certo limite.
Quando esse limite ¢ superado, os graos rompem e forma-se uma solugdo viscosa (Tom A.
Bringhurst, 2003). A reducao da viscosidade depende da quantidade de agua absorvida e ¢

diferente para cada tipo de cereal (Kunze, 2014).

Devido a gelatinizacdo, o amido ja ndo se encontra agregado em graos solidos, permitindo a
sua degradagdo pelas enzimas presentes. E essencial que o amido seja aquecido acima da
temperatura de gelatinizagdo para assegurar o rompimento dos granulos para um substrato

adequado para a ag¢do enzimatica (Reichelt, 1983).

Para evitar a retrogradacdo e uma nova precipitagdo de complexos amido-amilose, € necessario
prosseguir com o processo até a ocorréncia de uma hidrolise parcial. Este processo € designado
de liquefacao (Kunze, 2014). Nesta fase ocorre a acdo das a-amilases que tem como finalidade

a quebra rapida das longas cadeias de glucose que compdem o amido (amilose e amilopectina)
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em cadeias mais pequenas. Desta forma, a etapa de liquefacgao significa uma répida reducdo da

viscosidade das cadeias de amido gelatinizadas (Kunze, 2014).

Na fase de sacarificacdo ocorre a degradacdo completa do amido em glucose, maltose,
maltotriose e dextrinas por a¢do da a- ¢ p-amilases. E a combinagio destas duas enzimas que é
responsavel pela produgdo de aglcares a partir do amido. A concentragdo final dos agucares
resultantes da atividade enzimatica interfere na fermentabilidade do mosto, no teor de alcool e

no corpo da cerveja (Kunze, 2014).

Os produtos de decomposicao do amido compdem a maior parte do extrato do mosto (Briggs,
2004). Cerca de 62-68% do extrato formado durante a brassagem consiste em agucares
fermentesciveis. Desta percentagem, cerca de 43-45% diz respeito a maltose, cerca de 11-13%
a maltotriose e o restante glucose, frutose e sacarose (Kunze, 2014). A glucose e a frutose sdo
os primeiros hidratos de carbono a ser utilizados pela levedura, seguindo-se a maltose. Por sua
vez, a maltotriose apenas ¢ fermentada apods a utilizagdo completa da maltose. A restante
percentagem corresponde a extrato ndo fermentavel, maioritariamente dextrinas, proteinas e

matéria mineral (Tom A. Bringhurst, 2003) (Willaert, 2004).

A fase de sacarificacao pode ser facilmente monitorizada pela cor de uma amostra do mosto na
presenga de solugdo de iodo, designado teste do iodo. Neste teste € usado 0.02N de tintura de
iodo (solucdo de iodo e de iodeto de potassio em alcool) e consiste na analise da reacdo entre a
solucdo de iodo e o amido. Caso o amido tenha sido totalmente desagregado e apenas exista a
presenca de acucares fermentesciveis e de pequenas cadeias de dextrinas, obtém-se uma solucao
de cor amarela/castanha. Por outro lado, caso exista a presenca de amido e de longas cadeias de

dextrinas no mosto, obtém-se uma soluc¢ao de tons azul/roxo (O'Rourke, 2011).

Esta conversdo incompleta pode ser um resultado de um controlo ndo conforme da temperatura
durante a conversao, tempo de conversdo insuficiente ou pela auséncia de enzimas suficientes
no malte. Da mesma forma, se a temperatura na etapa da degrada¢do do amido nao for
cuidadosamente controlada pode ocorrer a retrogradacdo do amido e, deste modo, o amido
torna-se inacessivel para a hidrélise enzimatica e nao vai estar disponivel para a producdo de
acucares fermentesciveis, resultando perdas significativas de rendimento do alcool (Tom A.

Bringhurst, 2003).

De um modo geral, o processo de brassagem representa um delicado equilibrio entre a

gelatinizagdo e a degradacdo do amido. Se a temperatura for demasiado baixa, alguns granulos

24



de amido permanecem intactos e este ndo sera totalmente gelatinizado, resultando numa perda
de rendimento alcoolico. Por outro lado, se a temperatura for excessivamente alta ou se o tempo
de brassagem for demasiado longo, ocorrem reagdes de Maillard — estas reagdes removem
aminoacidos, proteinas e agucares do amido degradado, o que pode resultar numa redugao do

rendimento alcoolico (EBlinger, 2009).

3.3.1. Enzimas responsaveis pela degradacio do amido - amilases

As amilases sdo enzimas que catalisam ou aceleram a degradacao do amido. A a-amilase quebra
as cadeias de amilose e amilopectina para formar cadeias mais curtas, resultando num aumento
de extremidades nao-redutoras e a B-amilase separa residuos de maltose dessas extremidades

(Kunze, 2014).

A PB-amilase ¢ uma exo-enzima (exoamilase) e existe na cevada na forma soltavel e insoluvel
(EBlinger, 2009). Esta enzima quebra as cadeias lineares de amido a partir da pentltima ligagao
a-1,4 da extremidade da cadeia ndo redutora de amilose e amilopectina. O resultado desta agao
¢ a formacdo de maltose (dissacarideo mais abundante no mosto). Devido a diferenca de
comprimentos das cadeias, algumas quantidades de glicose e maltotriose sdo igualmente
libertadas. No entanto, esta enzima ndo tem capacidade de hidrolisar as liga¢des a-1,6, ou seja,
sO converte as regides exteriores da amilopectina. Desta forma, a degradag@o apenas com esta

enzima demoraria varios dias (Briggs, 2004).

A o-amilase ¢ uma endo-enzima (endoamilase) que quebra progressivamente, e de forma
aleatoria, sobre a ligacdo a-1,4 no interior das cadeias de amilose ou amilopectina produzindo
cadeias mais curtas — designadas dextrinas. A funcdo mais importante desta enzima ¢ a

“abertura” das moléculas grandes de amido, que possibilita a acdo da B-amilase.

A degradacdo da amilopectina termina a 2-3 residuos de glicose uma vez que a a e B-amilases
sao incapazes de degradar a ligacdo glicosidica a-1,6. Desta forma quantidades significativas
de residuos ramificados permanecem no mosto. A enzima dextrinase limite, presente no malte,
ao contrario da a e B-amilase, consegue quebrar a ligacdo a-1,6 (Kunze, 2014). Contudo, a
temperatura 6tima de ac¢do € entre 55-60°C e a enzima € inativada aos 65°C, por isso existe

pouco tempo para atuar durante a brassagem (O'Rourke, 2011) (Kunze, 2014).

As figuras 7 e 8 ilustram a degradagdo do amido por agdo enzimatica.
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Figura 7 - Degradag@o enzimatica do amido (Fonte: (Briggs, 2004)).
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Figura 8 - Degradagdo do Amido por a ¢ f-amilase (Fonte: (Kunze, 2014))
3.3.2. Fatores que influenciam a atividade enzimatica

As enzimas sdo catalisadores organicos. Devido a sua elevada especificidade, a sua
biodegradabilidade e a sua capacidade para atuar em solucdes aquosas a temperaturas
moderadas, as enzimas estdo a tornar-se, atualmente, cada vez mais importantes nas industrias

(Flickinger, 1999).

26


http://braukaiser.com/wiki/images/c/c8/Starch_conversion_enzyme.gif

Os principais fatores que influenciam a atividade enzimatica sao: o pH, a temperatura e o tempo
de brassagem, a concentracdo do substrato disponivel no mosto e a concentragdo enzimatica

(Kunze, 2014).

Velocity Velocity Velocity

pH —P- Temperature—= ~ Substrate Conc. —-  EnzymeConc. —m=

Figura 9 - Fatores que influenciam a velocidade da reagdo enzimatica (fonte IFBM - French Institute of

Beverages, Brewing and Malting).

Cada enzima ¢ uma proteina muito especifica e o seu desempenho pode ser previsto de acordo

com os seguintes principios, como descrito na figura 9:

Devido a estrutura tridimensional das enzimas ocorrem mudangas na sua atividade enzimatica
com alteragdo do valor do pH. Deste modo, a atividade enzimatica atinge o seu maximo,
especifico de cada enzima, e diminui a atividade quando o pH se encontra a valores mais altos
ou mais baixos do seu valor 6timo (Tom A. Bringhurst, 2003). Cada enzima tem um pH 6timo,

no qual a sua atividade ¢ maxima.

A atividade enzimatica aumenta com o aumento da temperatura e cada enzima atinge a sua
atividade méaxima na sua temperatura Otima de atuagdo. Por outro lado, quando sdo
ultrapassadas as temperaturas 0timas de atuagdo enzimatica, ocorre a desativacao e destruicao
da sua atividade. Dentro de certos limites, a velocidade da reacao enzimatica aumenta com o
aumento da temperatura, contudo, a partir de uma determinada temperatura, a velocidade da
reacdo diminui drasticamente. As enzimas também atuam a baixas temperaturas, mas a sua
atividade ¢ consideravelmente lenta (O'Rourke, 2011) (Kunze, 2014). Algumas enzimas sao
rapidamente inativadas a certas temperaturas enquanto outras sobrevivem em quantidades

praticamente inalteradas no final da brassagem (Briggs, 2004).

A velocidade da reacdo aumenta com o acréscimo do substrato disponivel até um determinado
ponto em que a atividade vai estabilizar. Por outro lado, a atividade enzimatica também depende

da concentracao do mosto.
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Com quantidade de substrato ilimitado, a velocidade da reagdo aumenta em proporg¢do direta a

quantidade de enzima disponivel.

Dentro destes fatores, os fatores que possuem mais efeito sdo a temperatura e o pH, sendo que

o efeito da temperatura na atividade enzimatica ¢ superior ao efeito do pH (Kunze, 2014).
e [Efeito da temperatura na degradacio do amido

A B-amilase ¢ a principal enzima responsavel pela produgdo de agucares fermentesciveis. A
temperatura 6tima de atuagdo da fB-amilase ¢ 61-63°C e da a-amilase 70-72°C (Kunze, 2014).
A o-amilase também tem atividade enzimatica consideravel a 63-65°C. Desta forma, com um
aumento do tempo de brassagem (especialmente a temperaturas entre os 61°C-63°C) ha um
aumento da concentracdo de maltose o que origina um aumento do limite de atenuagdo. Por
outro lado, se a etapa de brassagem ocorrer a 72-74°C durante um longo periodo de tempo
obtém-se uma cerveja com menor limite de atenuacdo (Kunze, 2014). Analisando a figura 10,
também ¢€ possivel verificar que a 72°C existe igualmente produgdo de acgucares

fermentesciveis, contudo numa menor quantidade.
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Figura 10 - Concentracdo de agucares fermentesciveis (glicose, maltose e maltotriose) e a relagdo com a a-amilase e f3-

amilase, os patamares de temperatura e o tempo de empastagem (Stenholm et al., 1996).
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e Efeito do pH na degradac¢io do amido

A atividade enzimatica ¢ muito dependente do pH. A B-amilase tem atividade 6tima na gama
de pH entre 5.4 — 5.5 ¢ a a-amilase entre 5.6 — 5.8. A etapa da brassagem com valores de pH
entre 5.5 — 5.6, que pode ser considerado o intervalo 6timo para atuacdo de ambas as enzimas,
obtém-se uma maior quantidade de extrato quando comparado com a etapa de brassagem com

valores de pH mais altos ou mais baixos desse intervalo (Kunze, 2014).
e Efeito do tempo de brassagem na degradacio do amido

Relativamente ao tempo de repouso para atuagdo da P-amilase, este ndo estd definido na
bibliografia. Contudo, segundo Kunze 2014, a atividade enzimética da enzima ¢ maxima nos
primeiros 10-20 minutos a temperatura de 63°C, descendo progressivamente a sua atividade
(figura 11). Desta forma, ¢ necessario ter sempre em consideracdo a temperatura e a duragao de
cada etapa uma vez que, apesar de existir uma reduc¢do da atividade da B-amilase, ela continua
a existir. E, existindo atividade enzimatica, existe producdo de maltose que tem impacto na

atenuagdo do mosto.
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Figura 11 - Atividade da f-amilase depende na temperatura de brassagem e da durag@o do tempo de repouso (Fonte: Kunze,

2014).
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e Efeito da concentracio do mosto (racio agua/cereais) na degradacio do amido

Empastes muito finos afetam a composicao do mosto, uma vez que provocam a inativagao
térmica das f-amilases, o que origina um extrato pobre em agtcares fermentesciveis e rico em

dextrinas (Briggs, 2004).

3.4. Brassagem com adjuntos

O actlcar necessario para a fermentacao ¢ obtido, pela acdo enzimatica, a partir do amido
presente no malte. Contudo, o amido ndo estd presente apenas no malte, mas em todo o tipo de
cereais. Em alguns paises estes cereais sdo substancialmente mais baratos em comparagdo com
o malte e, desta forma, podem ser utilizados como substitutos parciais de malte (designados
adjuntos) na preparagdo do mosto (Kristiansen, 2011). Para além dos custos reduzidos, os
adjuntos contribuem para a regulacdo de certos compostos no fabrico da cerveja, tais como,
fornecimento de compostos fermentesciveis sem acrescentar taninos ou proteinas, redugdo da
cor da cerveja e melhoria na estabilidade e no carater da espuma da cerveja (Reichelt, 1983).
Porém, a pratica de utilizagdo de adjuntos ndo deve interferir na qualidade da cerveja,

conferindo carateristicas inadequadas ao produto.

Nos cereais, tais como o milho, a temperatura de gelatinizagao € substancialmente mais elevada
do que as temperaturas a que as enzimas envolvidas na conversdo do amido em agucares
fermentesciveis sdao capazes de funcionar. A temperatura de gelatiniza¢do no milho € entre 68-
76°C e, por exemplo, no trigo ronda os 60-64°C (Tom A. Bringhurst, 2003). Desta forma,
quando sdo adicionados adjuntos ao malte, estes tém de sofrer o processo de aquecimento numa
caldeira a parte (brassagem por decocc¢do). Este grau de aquecimento depende do cereal

utilizado e ¢ vulgarmente determinado pela sua temperatura de gelatinizagao (Willaert, 2004).

3.5. Utiliza¢ao de auxiliares enzimaticos

Sob condi¢des normais na produ¢cdo do mosto, as enzimas naturais presentes no malte podem

ndo ser suficientes para hidrolisar todo o amido em actcares fermentesciveis (Briggs, 2004).

Para além da utilizacdo de adjuntos que conferem extrato ao mosto, podem ser adicionados
enzimas de origem microbioldgica. Estas enzimas, designadas de auxiliares, podem ser
adicionadas na caldeira aquando da hidrata¢ao dos adjuntos, como complemento das enzimas

do malte (Willaert, 2004).
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A capacidade para alcangar os valores de atenuagdo pretendidos pode ser dificultada pela
variabilidade da qualidade da matéria-prima e do processo de brassagem. Além disso, quando
sao utilizados adjuntos no fabrico do mosto pode haver a necessidade de adicionar enzimas de
sacarificacdo para atingir o grau pretendido de atenuagdo para uma fermentacdo adequada.
Desta forma, o seu uso € 1til para a otimizacdo das matérias-primas e controlo da atenuagao e
a sua escolha depende do propdsito que seja pretendido, tendo em conta as vantagens, modo de

adicao, dosagem e condigdes otimas de atuacao de cada enzima (Novozymes, 2013).

Existe igualmente um conjunto diverso de enzimas estdveis ao calor que poderdo ser
adicionados ao mosto ou a cerveja € que tém como finalidade o aumento da eficiéncia do
processo cervejeiro através de filtragdes mais rapidas, na remogao de compostos indesejaveis e

na redugdo do potencial de formagao de turva¢do no produto final (Novozymes, 2013).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Caraterizacio do objeto de estudo

Mosto: o processo de otimizagdo foi realizado para a produgao do mosto X com extrato de

elevada densidade.
Matérias-primas: agua, malte, cereais ndo maltados — cevada e gritz e extrato de lapulo.
Tipo de empastagem: decocgao simples utilizando-se as caldeiras de caldas e de empastagem.

Aditivos e auxiliares enzimaticos: durante a hidratacao do adjunto, na caldeira de caldas, sao
adicionadas uma solugdo de cloreto de calcio e uma enzima termoestavel a-amilase. Durante a
hidratacdo do malte, na caldeira de empastagem, sdo adicionados cloreto de calcio e acido

fosforico e um auxiliar enzimatico que na sua solucao contém B-glucanase.

4.2. Delineamento experimental

Numa primeira fase deste projeto efetuou-se um estudo de todo o processo de produgdo de
cerveja de forma a compreender todas as etapas envolvidas. De seguida fez-se um estudo
pormenorizado da etapa de brassagem, recorrendo a bibliografia especializada, identificando as
variaveis de maior importancia para esta etapa em particular. De seguida realizou-se um
acompanhamento do processo industrial na sala de fabrico, analisou-se o histérico dos
resultados fisico-quimicos do mosto em estudo e fez-se uma comparacao com a situagao atual
registada no acompanhamento industrial. Com base nos dados recolhidos na primeira fase, a
segunda fase do projeto focou-se na definicdo de propostas de agdes de melhoria e na realizagdo

de ensaios para atingir o objetivo proposto.

4.3. Parametros analisados e métodos laboratoriais

Na tabela 1 sdo apresentados os pardmetros analisados em cada uma das fases de produgao.

As medigdes do pH foram realizadas no potencidémetro na Producao da Direcao de Produgao
do centro de Leca do Balio. As restantes analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio

Central da Dire¢ao de Qualidade do centro de Leca do Balio.
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Tabela 1 - Pardmetros analisados em cada uma das fases de produgéo.

Fase de Producao

Etapa

Parametros em analise

Produciao de
mosto — Sala de
fabrico

Producio de
cerveja - Adega

Produto Acabado

Brassagem (caldeira de caldas
e caldeira de empastagem)
Sacarificagdo (caldeira de
empastagem)

Filtracao

Ebuli¢ao

Arrefecimento de mosto

Fermentacao
Maturagao
Estabilizacao a frio

Controlo de qualidade do
produto acabado

pH
Sacarificacdo do amido

Extrato soluvel na dreche seca
pH fim ebulicao
Atenuacao Limite
Extrato primitivo

pH

Coloracao

Extrato primitivo
Alcool

Coloracao

Amargor

pH

Extrato aparente
Atenuacao Real
Contagem de células da
sementeira

Resultados microbiolédgicos da
levedura

Diacetilo

Extrato aparente
Atenuacao Real

Alcool

pH

Coloragao

Amargor

Estabilidade de espuma
Turvacao 0°C
Turvagao 20°C
Turvacao total
Diacetilo

SO- total

Perfil Aromatico

Teste Triangular

DMS

Acetaldeido

As andlises abaixo descritas foram realizados ao longo do presente trabalho. As restantes

andlises que ndo foram detalhadamente aludidas, foram realizadas pelos Técnicos do

Laboratorio Central do Centro de Produc¢ao de Leca do Balio.
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Producio de mosto — Empaste
e pH

O pH das empastagens de malte, gritz e da mistura foi medido usando o método potenciométrico
a 20°C, do medidor de pH Mettler Toledo Mp220. A calibragdo do equipamento ¢ realizada

diariamente segundo o manual técnico do medidor em questao.
e Sacarificacao do amido — Teste do iodo

Este teste ¢ realizado para verificar se o empaste estd completamente sacarificado. Retira-se
uma amostra do empaste a 78°C e coloca-se em contacto com algumas gotas de solucao de iodo
0,01N, numa placa branca. Caso haja mudanga de cor para roxo/azulado indica que ha presenca
de amido. Por outro lado, uma mudanga de cor para alaranjado significa que a sacarificagdo

esta completa. A analise ¢ realizada em duplicado.
Produciao de mosto — Dreche
e Extrato soluvel

A determinagdo do extrato solivel da dreche ¢ feita através da extracdo da agua contida na
dreche. Este ¢ um método rapido e direto. Para realizar esta analise a dreche ¢ moida num
moinho Bulher Miag DLFU regulado para moagem grossa (1,0mm), obtendo-se a agua de
pressdo. Para ser mais fécil a extragdo, esta analise € realizada apos a retirada da dreche do
filtro, no momento da filtra¢do, a temperatura de 78°C. A 4gua extraida da moagem ¢ filtrada
através de papel de filtro. De seguida, a amostra ¢ arrefecida até cerca de 20°C. O extrato
primitivo do mosto limpo € determinado a 20°C a partir do aparelho de laboratorio Anton Paar.

Os resultados obtidos sdo expressos em % Plato.

O Anton Paar ¢ um analisador automatico para cervejas, utilizado no laboratorio, que mede a
densidade, alcool, extratos primitivo, real e aparente, grau de fermentacao, pH e coloragdo para
mostos, cerveja alcodlicas e ndo alcodlicas, cervejas fermentadas e/ou produto acabado
(Manual Controlo Qualidade - MCQ1183 - Alcool, Extratos ¢ Grau de Fermentagdo pelo Auto-

Analisador Antoon Paar).
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Produciao de mosto - Arrefecimento do mosto
e Atenuacio Limite

A determinacao da atenuacao limite do mosto ¢ feita segundo o EBC, 1998, Method 8.6. Este
método tem como principios bdsicos que as enzimas amioliticas do mosto, se estiverem
presentes, sdo inativadas a altas temperaturas; o mosto arrefecido ¢ fermentado com a sua
levedura, sendo a fermentabilidade do mosto determinada a partir da alteragdo da densidade,

apo6s fermentacao.

Para a realizacdo desta andlise ¢ necessaria uma amostra de mosto concentrado sem atividade
enzimatica. A amostra ¢ arrefecida até 20°C e filtrada através de papel de filtro. Coloca-se 200
ml de mosto num matraz de 500 ml e adiciona-se 15 g de levedura Saccharomyces Cerevisae
prensada. A abertura da matraz é fechada através de algodao cardado e ¢ colocada no agitador
onde fica a agitar continuamente durante 24h, a 20°C. Posteriormente a amostra ¢ filtrada
através de papel de filtro, refiltrando os primeiros 20-30 ml de filtrado. Agita-se para eliminar

algum CO; que ainda possa restar e determina-se a atenuacgao real limite.

Os resultados sdo expressdes em % e sdo obtidos através dos seguintes calculos:

_ (E-Ef) x 100

Aap E

Ar=Aap X 0,81
Em que:
Aap = Atenuacdo aparente limite ou fermentabilidade, em %
E = Extrato do mosto, em g/100 ml
Ef = Extrato aparente do mosto fermentado, em g/100 ml
Ar = Atenuacao real limite, em %.
Os valores dos extratos do mosto sdo determinados a partir da analise do mosto no anton paar.

Producio de cerveja — fermentacio

As analises efetuadas ao longo da fermentagao e na fase de maturaga@o sao analisados pelo Auto-

Analisador Anton Paar.
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Produto acabado
o Perfil Aromatico

A avaliacao do perfil aromatico entende-se a avaliacdo de cada componente indesejavel (“off
flavour) do aroma ou gosto e a sua contribuicdo no aroma/gosto (“flavour”) total do produto.
A avaliagdo ¢ realizada, sob circunstancias controladas, por uma equipa de 6 a 14 pessoas

especialmente selecionadas e treinadas.

O produto devera ser provado com, pelo menos, 5 dias apos a data de enchimento. As amostras
devem ser servidas a uma temperatura uniforme, preferencialmente a 12°C para que a percegao
do aroma e gosto (“flavour”) seja completa. A quantidade a colocar em cada copo ¢ de 30 a 50

ml.

A avaliagao do “Flavour Total” para cada amostra ¢ dada num boletim e apresenta-se os

resultados da avaliacdo global e de todas as caracteristicas referidas.
e Teste triangular

Aplica-se sempre que seja necessario determinar se hd ou ndo diferenca significativa entre duas
amostras de cerveja, mosto ou dgua, envolvendo parte ou todos os atributos sensoriais. Entende-
se por teste triangular a avaliacdao sobre duas amostras em 3 copos (uma delas representada uma

sO vez e a outra representada duas vezes).

As amostras devem ser servidas a uma temperatura uniforme, preferencialmente a 12°C para
que a percecdo do aroma e gosto (“flavour”) seja completa. A quantidade a colocar em cada

copo € de 30 a 50 ml. Os copos tém que ser isentos de qualquer aroma ou gosto.

Os resultados apresentam-se como ndo ha diferenga significativas entre as amostras, com um
nivel de significancia de: > 95% ou > 99% ou > 99,9%, apresentando a preferéncia de igual

modo.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caraterizacio da situacio atual

Para a caraterizacdo da situacao atual foram realizados, no periodo entre outubro de 2014 a

novembro de 2014, 29 acompanhamentos detalhados a etapa da brassagem do mosto X.

O adjunto utilizado no empaste das Caldas — gritzz — nao contém enzimas, sendo composto
maioritariamente por amido. Uma vez que a temperatura de gelatinizacdo do amido do gritz é
superior a do malte, este tem de ser submetido a temperaturas mais elevadas para garantir a
degradacao do amido. Durante a hidratagao do adjunto sao adicionadas quantidades de cloreto
de célcio e de um auxiliar enzimatico que na sua constituicdo contém a enzima termoestavel a-
amilase. A adi¢do de cloreto de calcio tem como objetivo reduzir o pH do mosto por
interferéncia do sistema tampao fosfato (malte), auxiliar no controlo do pH do empaste (co-
fator das enzimas), auxiliar na filtragdo diminuindo a viscosidade e contribuir para a floculagado
da levedura. Para além disto promove a formacao de precipitados insoliveis durante a ebuligao,
tendo impacto na estabilidade coloidal (O’Rourke, 2011). O auxiliar enzimatico ¢ adicionado
no inicio da liquefacdo. A sua utilizacdo constitui a base para uma sacarificagdo eficaz do
amido, sem risco de retrogradacdo ou de sacarificacdo insuficiente, preservando todo o

potencial enzimatico do malte (Novozymes, 2013).

Ap0s sofrer a decocgdo, o empaste ¢ bombeado para a caldeira de empastagem, que contém
agua e malte, onde vai provocar o aumento de temperatura da mistura. Durante a hidratacao do
malte na caldeira de empastagem e, antes do envio da empastagem das caldas, sdo adicionados
os aditivos cloreto de cdlcio e o acido fosforico e de um auxiliar enzimatico que na sua solucao
contém B-glucanase. O acido fosforico tem como fungdo o ajuste do pH. O auxiliar enzimatico
tem como func¢do hidrolisar as betaglucanas das matérias-primas, diminuindo a viscosidade do
mosto e, consequentemente, facilitando a filtracdo do mosto e da cerveja. A mistura na caldeira
de empastagem sofre aquecimento e posteriormente ¢ aquecida até¢ 78°C, temperatura de

inativacao enzimatica.

O grafico 1 mostra o diagrama de brassagem do mosto X.
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e Empastagem
Caldas
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Temperatura (°C)

Tempo (minutos)

Grifico 1 - Grafico do processo de brassagem por decoc¢do do mosto X.

Os parametros com maior relevancia da fase de produ¢do do mosto X e respetivos valores estao
apresentados nas tabelas 2 e 3. Estes resultados dizem respeito a média e desvio padrao dos 29
acompanhamentos efetuados. Para além destes parametros também foi verificado e

acompanhado o racio agua/cereais.

Tabela 2 - Situacdo atual dos parametros de controlo do mosto X, na Caldeira de Caldas.

Caldeira de Caldas
Parametros Situaciio Atual
Quantidade de solugdo de cloreto de calcio 25L
Quantidade de enzima termoestavel a-amilase X kg
pH empastagem gritz 5,42 £0,08

Tabela 3 - Situacdo atual dos parametros de controlo do mosto X, na Caldeira de Empastagem.

Caldeira de Empastagem

Parametros Situacio Atual
Quantidade de solugdo de cloreto de calcio 25L
Quantidade de acido fosforico alimentar 45 L
Quantidade de enzima B-glucanase Y Kg
pH empastagem malte 5,24 +0,12
Temperatura da atividade da f-amilase (2° estacionamento) e°C
pH atividade da B-amilase (2° estacionamento) 5,30+ 0,09
Tempo no 2° estacionamento H Minutos
Temperatura de inativagdo enzimatica 78°C
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5.2. Analise da situacao atual vs historico

Para além dos resultados recolhidos durante o acompanhamento, considerou-se importante
analisar e comparar com o historico para perceber se os resultados recolhidos estavam
concordantes com o historico e qual o desvio face aos limites definidos na bibliografia.
Analisando os gréficos 2 e 3, referentes aos dados de autocontrolo efetuados pelos técnicos de
produgdo desde janeiro de 2013 a novembro de 2014, ¢ possivel concluir que os resultados
recolhidos durante o acompanhamento estao de acordo com o histdrico e que correspondem,

efetivamente, a situagdo atual do mosto X.

pH empastagem gritz - Mosto X

5,80 -
5,70 -
5,60
5,50 -

T 540 -
5,30 -
5,20
5,10 -

5’00 T T T T T T T T 1
out/12 jan/13 mai/l13 ago/13 nov/13 mar/14 jun/14 set/14 dez/14 abr/15

LSE

LIE

¢ MostoX  ——— 30 per. Mov. Avg. ( Mosto X)

Grifico 2 - pH empastagem gritz do mosto X.

pH empastagem malte - Mosto X

5,80 ~
5,70 -
5,60
5,50

T 540
5,30
5,20

*
* * > LIE
5,10 —

5’00 T T T T T T T T 1
out/12 jan/13 mai/l13 ago/13 nov/13 mar/14 jun/14 set/14 dez/14 abr/15

¢ MostoX  ———30 per. Mov. Avg. (Mosto X)

Grifico 3 - pH empastagem malte do mosto X.
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Também se considerou fundamental analisar o historico dos resultados de atenuagao limite do
mosto X. Como referido anteriormente, a atenuagdo limite ¢ a percentagem de agucares
fermentesciveis presentes no extrato final do mosto. O grafico 4 apresenta os valores de
atenuacgao limite do mosto X, desde janeiro de 2014 a dezembro de 2014, com os limites de

especificagdo definidos pela empresa.

Atenuacio Limite - Mosto X
76,00 -

74,00 -

o 3 . LSE

72,00

70,00

68,00

Atenuacio Limite, %

66,00 - .

64,00 T T T T T T T 1
nov/13  jan/14 mar/14 abr/14 jun/14  jul/14  set/14 nov/l4 dez/14  fev/15

¢ Atenuagdo Limite ——40 per. Mov. Avg. (Atenuagdo Limite)

Grafico 4 - Atenuagido Limite do Mosto X.

Analisando o gréafico 4 € possivel verificar que existe uma dispersdo dos resultados de atenuagao
limite, sofrendo variagdes mais acentuadas a partir de setembro de 2014. Os dados apresentados
sdo referentes a um total de 847 andlises realizadas entre janeiro 2014 a dezembro 2014. A
média da atenuacao limite ¢ de 69,1% =+ 1,07. Quando o valor de atenuagao limite estd abaixo
do limite inferior significa uma menor percentagem de actcares fermentesciveis no mosto e,
consequentemente, numa menor quantidade de 4lcool convertido na fermentagao. Esta situagao

origina uma perda de rendimento no processo de fabrico da cerveja.

5.3. Definicao de propostas de acao e parte experimental

A apresentagdo dos resultados ¢ realizada separadamente para cada proposta de agdo. Para ser
possivel concluir se as agdes definidas tinham efeito nos resultados, foi necessario analisar
fabricos controlo (sem nenhuma alteragdo fase a receita do mosto X) e fabricos ensaio. Os

resultados obtidos sdo referentes a média do total de amostras e respetivos desvios padrao.
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e Proposta de acdo n°1: Otimizacio dos valores de pH na empastagem

Apos andlise da situacao atual e da analise bibliografica, verificou-se que os valores de pH
registados nas caldeiras estdo abaixo dos limites bibliograficos, salvo algumas excecdes
expectaveis numa producao industrial. Desta forma o objetivo e a proposta de agao foi aumentar
e colocar o pH das empastagens no alvo tedrico. Assim e, com base na bibliografia, determinou-
se o valor alvo tedrico para a otimizacao da atividade enzimatica. Os valores das especificagdes

atuais e respetivos alvos tedricos pretendidos estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Valores das especificacdes atuais e alvo tedrico do pH nas caldeiras.

pH Empastagem pH Empastagem
Atual Alvo Tedrico
Caldeira Caldeira Caldeira Caldeira Mistura
Caldas Empastagem Caldas Empastagem
Mosto X LIE 5,20 5,10 - - -
Alvo 5,40 5,30 5,60 5,40 5,50
LSE 5,60 5,40 - - -

O que influencia o pH do mosto ndo ¢ exatamente o pH da 4gua, mas a concentracdo de certos
i0es, particularmente o célcio, o magnésio e o bicarbonato, sendo que desses o calcio e o

bicarbonato sdo os mais importantes (O Rourke, 2011).

Como referido anteriormente, no processo de fabricagdo do mosto sdo adicionados dois aditivos
alimentares, a solucio de cloreto de célcio e o 4cido fosforico. E importante referir que uma
diminui¢do das quantidades dos aditivos estd relacionada com uma diminui¢do do pH na
empastagem. Assim, para concretizar esta acdo, foram realizados inimeros ensaios onde se
aumentava e diminuia as quantidades dos aditivos acima descritos. A variagdo da dosagem dos

aditivos foi de acordo com a analise dos resultados das amostras dos ensaios anteriores.

Na receita do mosto X adiciona-se na caldeira de empastagem a solucao de cloreto de célcio e
o 4cido fosforico e na caldeira de caldas apenas se adiciona o cloreto de célcio. Para aumentar
o valor de pH na caldeira de caldas diminui-se a quantidade de cloreto de célcio. Como referido
anteriormente este aditivo ¢ fundamental para o processo de fabrico do mosto e da fermentacao
e a sua quantidade ndo deve ser sofrer alteracdes significativas, de forma a nao ter impacto
negativo no processo. Desta forma, a quantidade retirada da caldeira de caldas foi adicionada
na caldeira de empastagem. Por sua vez, foi necesséario diminuir a quantidade de acido fosforico

na caldeira de empastagem de forma a aumentar o pH do empaste.
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As amostras de pH da empastagem do gritz, na caldeira de caldas, e do malte, na caldeira de
empastagem, foram retiradas apds 10 minutos do inicio da hidratagdo. Uma vez que a andlise
do pH da mistura ndo esta definida no Plano de Inspe¢do de Ensaio (PIE) esta amostra nao ¢
medida em autocontrolo, ndo existindo especificacdo para este parametro. Contudo, para o
decorrente ensaio, decidiu-se ser relevante a validacdo deste valor pois este patamar de

temperatura ¢ o mais importante na formag¢ao de actcares fermentesciveis do mosto.

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos dos fabricos controlo e dos fabricos ensaios

realizados.
Tabela S - Resultados do pH empastagem gritz, malte, mistura e % de atenuagao limite, dos fabricos controlo e ensaio.

Parametros em analise

Ensaio N® amostras pH empastagem pH empastagem pH empastagem | Atenuacdo limite
gritz malte mistura mosto (%)
Controlo 14 5,49+0,04 5,22+0,03 5,31+0,05 69,8+0,67
Ensaio 18 5,61+0,05 5,39+0,04 5,47+0,03 70,7+0,56

Da anélise dos resultados pode-se observar que os valores de pH das empastagens nos ensaios
estdo proximos do alvo tedrico pretendido e verificou-se um acréscimo do grau de atenuagao
limite de 0,9%. Este valor representa que, com a otimizag¢ao dos valores de pH para valores
mais proximos da atividade otima enzimatica e, com igual quantidade de matérias-primas, ¢

possivel aumentar a percentagem de actcares fermentesciveis presentes no mosto.

Com a diminui¢do da quantidade adicionada de 4cido fosforico na caldeira de empastagem foi
necessario fazer a corre¢do na fase de ebulicdo. Assim, foi aumentada a quantidade do aditivo
nesta fase para que os valores de pH se mantivessem no alvo esperado (pH~=5,00). Esta corre¢cao
¢ essencial pois, um pH baixo tem efeitos positivos no mosto e no caracter da cerveja, tais como

(Kunze, 2014):

e Promove a coagulacdo de proteinas
e Promove o crescimento da levedura;
e Inibe o crescimento de microrganismos contaminantes;

e Intensifica os sabores da cerveja, em particular pela redugao de diacetilo.

A andlise destes resultados permitiu validar a acdo para implementacdo. Foi necessério a

alteracdo das especificagdes dos valores de pH de autocontrolo. Nos graficos seguintes sdao
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apresentados os valores de pH da empastagem do gritz e da empastagem do malte, graficos 5 e

6, respetivamente, antes e apds a alteracao das especificacdes de pH.

pH empastagem gritz - mosto X

5,80 -
Alteragdo das
5,70 4 " especificagdes do pH
oIS
5,60
5,50 -
5’40 i Alvo tedrico
5,30 -
5,20 -
5,10 -
.
5,00 T T T T T T T
out/12 mar/13 ago/13 jan/14 jun/14 nov/14 abr/15 set/15
¢ Mosto X ——40 per. Mov. Avg. (Mosto X)
Grafico 5 — ph empastagem gritz, antes e ap6s otimizagéo, do mosto X.
pH empastagem malte - mosto X
5,80 -
Alteragdo das

5,70 especificagdes do pH
5,60 - L :

:0 - * <
5,50 - ¢
5,40
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4
5.10 - ¢ ¢ R ¢
s
.
5,00 T T T T T T T
out/12 mar/13 ago/13 jan/14 jun/14 nov/14 abr/15 set/15
¢ Mosto X ——40 per. Mov. Avg. (Mosto X)

Grifico 6 - pH empastagem malte, antes e apos otimizagdo, do mosto X.

e Proposta de a¢do n°2: Introducio de patamar de sacarificacio a 72°C

O patamar de temperatura 6tima de atividade da B-amilase (e°C) ja esta a ser efetuado e durante

o tempo suficiente para a enzima atuar. De acordo com a bibliografia estudada verificou-se que
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a enzima o-amilase possui alguma atividade a 62-63°C, mas a temperatura 6tima ¢ 72°C. Desta
forma, para alcancar um aumento da percentagem de aglicares no mosto, a proposta de a¢ao foi
a introducao do patamar a 72°C com objetivo de aumentar o tempo da atividade enzimatica da

o-amilase.

Relativamente a temperatura de gelatinizagdo do amido no milho, segundo Kunze, 2014, a
temperatura 6tima para atuacao da enzima referida ¢ de 70-75°C, pelo que a temperatura do 1°

estacionamento na situagdo atual esta concordante com estes limites.

Para esta agdo foram realizados ensaios com introdu¢do do patamar a 72°C manualmente. Apos
terminado o tempo no patamar a €°C e, no aumento de temperatura do empaste para 78°C,
colocou-se o programa em manual para 72°C. Inicialmente foi testado um tempo de repouso de
5 minutos. Todavia, determinou-se que este tempo nao seria o suficiente pois tendo em conta
as dimensoes da caldeira e da quantidade de mosto, o tempo era diminuto para a estabilizagdo

da temperatura. Desta forma, aumentou-se o tempo no patamar para 10 minutos.

Com a introdu¢do deste patamar e, consequentemente, com a otimizagdo da atividade
enzimatica, um dos objetivos também foi avaliar o impacto no extrato soltivel da dreche. O
extrato soluvel da dreche corresponde ao extrato que foi convertido durante a empastagem, mas
que ndo foi para o mosto (Kunze, 2014). O extrato contido na dreche pode ser analisado
medindo a concentragao de extrato que esta na parte liquida da dreche e que pode ser espremida
desta. A analise do extrato da dreche permite verificar quanto extrato ainda esta presente nesta.
Com o seu conhecimento ¢ possivel averiguar se existe alguma alteragdo em termos de perda
ou ganho de extrato no mosto, o que pode contribuir para a quebra ou ganho de extrato na

brassagem (Briggs, 2004).

Os resultados obtidos apresentam-se na tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do extrato solivel da dreche e % atenuagdo limite do mosto, dos fabricos controlo e ensaio.

Parametros em analise

. N°
Ensaio amostras Extrato solavel dreche Extrato soltivel dreche Atenuagdo limite
(Filtro 1) (p/p) (Filtro 2) (p/p) mosto (%)
Controlo 14 1,48+0,16 1,74+0,25 69,60+1,06
Ensaio 16 1,28+0,17 1,40+0,22 69,92+1,04

Os resultados obtidos mostram que com a introdu¢do do patamar a 72°C durante 10 minutos

obteve-se um aumento de 0,3% de atenuacao limite. Relativamente ao extrato soluvel da dreche,
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verifica-se uma reducao do extrato no filtro 1 de 0,14% ¢ no filtro 2 de 0,19%. Esta diminuigao
significa que houve alteracdo em termos de ganho de extrato no mosto, uma vez que
permaneceu menor quantidade de extrato na dreche. Verifica-se que o filtro 2 tem pior
comportamento em comparacao com o filtro 1. Esta situagdo ja estd sinalizada por parte do

responsavel de producdo e ndo tem ligagdo com os ensaios.

A partir da andlise destes resultados esta agdo foi aprovada e validada para implementagao.
Uma vez que a introdug@o deste patamar foi realizada manualmente (no autdmato apenas ¢
possivel a introdugdo de dois patamares de temperatura — ¢°C e 78°C) esta agdo nao foi
implementada logo ap6s a sua validagdo. Foi necessario recorrer ao técnico de programacao,

sendo que esta alteragdo apenas foi implementada em fevereiro de 2015.
e Proposta de acdo n°3: Diminuicao do tempo no patamar de acdo da -amilase

O patamar a esta temperatura ¢ determinante para a formagao de agucares fermentesciveis. O
tempo de repouso para atuagdo da P-amilase ndo estd definido na bibliografia. Contudo,
segundo Kunze, 2014, a atividade enzimatica da enzima ¢ maxima nos primeiros 10-20 minutos
a temperatura de 63°C, descendo progressivamente a sua atividade. Uma duragdo prolongada
da etapa de brassagem pode ndo ser benéfico para o mosto, podendo advir precursdes na
estabilidade de espuma da cerveja, para além do aumento do tempo nesta etapa de fabrico do

mosto.

Analisando a situacdo atual e a bibliografia, conclui-se que o tempo neste patamar ¢ longo.
Desta forma, a proposta de acao n°3 incidiu na diminui¢do de 10 minutos no patamar a €°C, na
caldeira de empastagem. A tabela 7 apresenta os resultados obtidos da atenuacgao limite com a

reducdo do tempo.

Tabela 7 - Resultados da % atenuag¢ao limite do mosto, dos fabricos controlo e ensaio.

N° Tempo no patamar Parametro em analise
Ensaio a e°C (min) TN
amostras Atenuacdo limite mosto (%)
Controlo 9 H min 69,80+0,22
Ensaio 9 H-10 min 69,75+0,31

Nos ensaios realizados verifica-se uma diminuicao no grau de atenuagao limite, de cerca de
0,1%, com uma diminuicao de 10 minutos no repouso no patamar a e°C. Comparando com os

ensaios realizados nas propostas de acdo anteriores, o nimero de ensaios realizado nesta agdo
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¢ reduzido. Contudo, esta reducao tem impacto imediato no tempo de empastagem. Pelo que,
apos a andlise dos resultados, conclui-se que essa diminuicdo da atenuacdo limite ndo era
significativa face a reducdo do tempo de empastagem. Assim, a agdo foi validada para

implementagao.

Uma vez que o patamar a e°C ¢ o mais importante para a formacao de agucares fermentesciveis
foi necessario um acompanhamento diario apds esta alteracdo de modo a controlar uma possivel

diminui¢ao da atenuagao limite.

Ap6s a validagdo de cada uma das propostas de acdo acima referidas procedeu-se a alteracao
da receita do fabrico do mosto X no autémato da Sala de Fabrico Nordon. Os resultados dessas

alteracdes serdo demonstrados na se¢do seguinte.
e Validacao de um novo auxiliar enzimatico

Como mencionado anteriormente, o malte ndo € o Unico agente sacarificante permitido na
fabricacdo da cerveja em Portugal. Devido a imprevisibilidade decorrente de uma produgao
industrial pode haver a necessidade da adi¢do de enzimas de sacarificacdo para atingir o grau

de atenuagdo pretendido.
Desta forma, esta proposta surgiu tendo como principais objetivos:

e Validacdo de possivel solu¢do como recurso para as épocas em que ocorrem desvios no
grau de atenuacao limite;

e Validagao de possivel solu¢do para aumento da atenuacdo para 70-71%;

e Conhecer o funcionamento da enzima (dosagem e tempo de sacarificacdo);

e Sem impacto nas carateristicas do produto acabado.

O auxiliar enzimdtico testado contém a enzima glucoamilase (glucan 1,4-alpha-glucosidase),
do fornecedor Novozymes, e esta inserida no grupo do Controlo de Atenuagdo. Este grupo tem
como principais beneficios a producdo de cervejas atenuadas de forma rentavel, o controlo
consistente da atenua¢do independente da variabilidade das matérias-primas e potenciar tempos
de brassagem mais curtos e menor dosagem enzimdtica (Novozymes, 2013). Esta enzima ja
constava da lista de auxiliares tecnoldgicos aprovados pelo Departamento da Qualidade da

empresa.

O auxiliar foi adicionado ao mosto, durante a hidratacdo do malte na caldeira de empastagem e

a dosagem foi calculada com base na quantidade de gritz utilizada e o grau de atenuagao

46



desejado, 70% a 71%. A atividade enzimatica desta enzima ¢ completamente inativada na etapa

de ebuli¢do do mosto (Novozymes, 2013).

Segundo a descrigdo técnica da enzima, a introdugdo desta enzima no fabrico predispde uma
diminui¢do do tempo de brassagem, nomeadamente no patamar a ¢°C. Foi ainda aconselhado o
uso de 5kg de enzima com diminui¢ao de 40 minutos no tempo total de sacarificagdo. Como
referido anteriormente, este patamar € crucial para a formacao de agucares fermentesciveis do
mosto pela agdo da B-amilase e uma diminuigdo tdo drastica neste patamar poderia advir de

certos problemas, como o caso da sacarificagdo incompleta no amido.

Os resultados abaixo apresentados sdo referentes ao ensaio efetuado com 5 Kg de enzima e
reducdo de 40 minutos ao tempo no patamar a e°C. O gréfico 7 ilustra o processo de brassagem
com a introducao da enzima e a reducao do tempo. Uma vez que existe a introdugao de um
novo aditivo na receita, para a realizagdo destes ensaios, foi necessario um acompanhamento
mais detalhado do processo, nomeadamente da etapa da fermentagcdo, maturagdo e produto

acabado.

e Empastagem

Caldas

Temperatura (°C)

Tempo (minutos)

Grifico 7 - Gréfico do processo de brassagem com a introdugao da enzima.

Na tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos da sacarificacdo do empaste e do grau de

atenuagao limite.

Tabela 8 - Resultados da sacarificagdo do empaste e % atenuagdo limite do mosto, dos fabricos controlo e ensaio.

N° Parametro em analise
Ensaio
amostras Sacarificagdo do empaste Atenuacdo limite mosto (%)
Controlo 5 Sim 70,32+0,46
Ensaio 5 Sim 70,50+0,50
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Analisando os resultados da tabela 8, verifica-se que o grau de atenuagdo limite do mosto
manteve-se dentro do alvo pretendido e sem desvio significativo face ao controlo. Foram
igualmente analisados os restantes parametros do mosto, tal como o extrato primitivo, colora¢dao
e amargor e ndo foram detetadas diferencas significativas entre o controlo e o ensaio, estando

todos os resultados dentro das especifica¢des definidas pela empresa.

Em todos os fabricos ensaio foram também retiradas amostras a 78°C para analisar a
sacarificagdo do empaste. Em todas as amostras o mosto encontrava-se totalmente sacarificado

(cor amarela). Para uma melhor percecao do resultado do teste do iodo foram também retiradas

amostras a 72°C. A figura 12 evidencia estas duas situacdes.

F ..

Figura 12 - Resultado do teste do iodo a 72°C, foto da esquerda. Resultado do teste a 78°C, foto da direita.

Com o intuito de perceber a existéncia de algum impacto, na fermentagdo e na levedura, a
levedura semeada nas cubas foi a mesma (ou seja, foi proveniente da mesma cuba “mae”). As
analises da levedura em stockagem, ou seja, da levedura que posteriormente ¢ semeada estdo

apresentadas na tabela 9.

Tabela 9 - Resultados das analises a levedura em stockagem utilizada nos fabricos controlo e ensaio.

Parametro em analise — Levedura em stockagem

Células mortas Contagem de Células Batérias do Mosto Batérias Laticas
(%) (mlh/ml) (col/ml) (col/ml)
7,0 2619 0 0

Daqui observa-se que a % de células mortas e a contagem de células estdo dentro dos
parametros definidos pela empresa. Os resultados microbioldgicos da levedura indicam que nao

existe contaminacao.
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Na tabela 10 apresentam-se os resultados de parametros relevantes da etapa de fermentagao.
Uma vez que apenas foi realizada uma cuba ensaio (uma fermentacio) ndo existem valores de

desvio padrao.

Tabela 10 - Resultados das analises fisico-quimicas em fermentagéo e tempo de reducéo do extrato durante a fermentacao.

Parametros em analise — fermentacao

Ensaio
Extrato aparente (°P) Atenuacdo real (%) Tempo redugdo extrato (dias)
Controlo 2,62 70,2 6,03
Ensaio 2,59 70,4 9,33

Um dos parametros mais importantes na etapa da fermentacdo ¢ a duracao da mesma. A
fermentagdo termina quando a diminuicdo do extrato aparente ndo ultrapassa os 0,1 mg/l
durante dois dias consecutivos. O grafico 8 correspondente a diminui¢do do extrato aparente ao

longo da fermentacdo. Observa-se que a duragao da fermentagdo do ensaio foi mais demorada.
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Grifico 8 - Diminuicdo do extrato aparente ao longo da fermentacao.

Apos o término da fermentacdo, a temperatura da cuba ¢ reduzida e inicia-se a etapa de
maturacdo. Nesta etapa os parametros principais de analise sdo a concentragdo de diacetilo e o
tempo de reducdo do mesmo e a concentracdo de didoxido de enxofre (SO2). O diacetilo ¢
produzido durante a fermentacdo e, nos casos em que ndo ¢ metabolizado pelas células da
levedura ao longo da fermentagdo, pode acumular-se e contribuir para um aroma e sabor

amanteigado (Kunze, 2014). O SO; ¢ produzido pela levedura durante a fermentagdo e/ou
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adicionado posteriormente através de agentes antioxidantes (Kunze, 2014). O resultado de SO2

apresentado na tabela 11 ¢ o produzido durante a fermentagao.

Os resultados destes parametros encontram-se na tabela seguinte.

Tabela 11 - Resultados das analises em maturagéo.

Parametros em analise - maturacio

Ensaio
SO, (mg/L) Diacetilo (mg/L) Tempo redugdo diacetilo (dias)
Controlo 8 0,06 7,2
Ensaio 10 0,05 8,4

A concentracao de diacetilo corresponde ao parametro essencial da fermentagao pois € o que
indica quando a cerveja pode passar para a etapa seguinte, a filtragdo. Desta forma a sua taxa
de reducdo ¢ um pardmetro fundamental neste ensaio. De forma a evitar as caracteristicas
sensoriais indesejadas e garantir a qualidade do produto, a concentragao de diacetilo na cerveja
nao deve ser superior a 0,10 mg/L (Kunze, 2004). Analisando a tabela 21 observa-se que o
ensaio tem maior taxa de reducao do diacetilo, cerca de 1,3 dias. Relativamente a concentracao
de SO; ndo existem diferencas significativas entre os resultados da fermentagdao controlo e

ensaio e os resultados estdo dentro do expetavel.

Ap0s a recolha da levedura foram realizadas analises a mesma, apresentadas na tabela 12. Os
resultados estdo dentro dos limites especificados pela empresa. Comparando os resultados com
as analises efetuadas a levedura em stockagem (tabela 9) observa-se que a introdugado da referida

enzima no fabrico do mosto nao teve impacto na levedura.
Tabela 12 - Resultados das andlises & levedura recolhida.

Parametros em analise — levedura em stockagem

Ensai
fsato Células Mortas | Contagem de Células | Bactérias do Mosto Bactérias lacticas
(%) (milhdes/ml) (col/ml) (col/ml)
Controlo 14 2350 0 0
Ensaio 13 2372 0 0

Relativamente ao impacto na qualidade da cerveja, os resultados das analises de qualidade

efetuadas ao produto acabado encontram-se nas tabelas que se seguem.
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Tabela 13 - Resultados das analises de atenuagao real, dlcool, estabilidade de espuma e polifenois totais do produto acabado.

Parametros em analise — produto acabado

Ensaio

Atenuagao Real Alcool (v/v) Estabilidade de Polifendis totais
(%) espuma (seg) (mg/1)
Controlo 71 493 244 108
Ensaio 71 4,90 249 109
Tabela 14 - Resultados das analises de diacetilo, SO2 e turvagdo do produto acabado.
Parametros em analise — produto acabado
Ensaio Diacetilo SO; total Turvagdo 20°C, | Turvagdo 0°C, | Turvacdo Total,
(mg/1) (mg/1) EBC EBC EBC
Controlo 0,02 9 0,5 0,6 0,7
Ensaio 0,02 10 0,6 0,6 0,9

Tabela 15 - Resultados das analises de acetaldeido ¢ DMS do produto acabado.

Parametros em analise — produto acabado

Ensaio
Acetaldeido (mg/l) DMS (ng/l)
Controlo 3,1 9
Ensaio 34 11

Todos os resultados dos parametros apresentados na tabela 13, 14 e 15 estdo dentro das
especificagodes, a exce¢do da estabilidade de espuma. Neste parametro ambos os ensaios deram
valor inferior a especificagdo minima, de 250 segundos. Comparando os dois resultados
verifica-se que a diferenca de 5 segundos ndo € significativa, pelo que neste ensaio a introdugao

da enzima nao teve impacto na estabilidade de espuma do produto acabado.

Segundo o Regulamento (EU) N.° 1129/2011, a concentracdo méaxima permitida de SO, total
na cerveja, quando adicionado, ¢ 10 mg/L. Concentrac¢des superiores a 10 m/L devem ser
indicadas pelo rétulo “Contém sulfitos”. Analisando a tabela 14 conclui-se que os resultados

de SOz estdo concordantes com o limite legal.

Um parametro muito importante a analisar ¢ a turvagdo da cerveja. A turvagdo na cerveja
representa a quantidade de particulas que estdo em suspensdo. A turvagdao a 20°C indica a
turvacdo imediatamente apds o enchimento da cerveja. A turvagao a 0°C permite determinar se
um produto, que aparente ser limpido e brilhante a 20°C, fica turvo quando submetido a

temperaturas mais baixas. Resultados de turvacao abaixo de 1 EBC indicam que a turvagdo nao
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¢ detetavel a “olho nu” (Hyttinen, 2011) (Kunze, 2014). A turvacao total representa o grau de
estabilizacdo da cerveja e o comportamento desta durante o seu armazenamento no mercado até
ser consumida (Hyttinen, 2011). Analisando a tabela 14, verifica-se que nao ha diferengas

significativas nas analises de turvagao entre o controlo € o ensaio.

Outro dos parametros fundamentais a ser examinado neste ensaio ¢ a analise sensorial,

nomeadamente, o perfil aromatico e o teste triangular.

Em relagdao a avaliacdo do perfil aromatico esta foi satisfatoria para o ensaio, -0,8, e ndo
suficientemente satisfatoria para o controlo, -1,4. Os defeitos detetados pelos provadores na
amostra controlo foram carbonatagdo insuficiente e oxidada. Tanto no produto acabado do
ensaio como no controlo ndo foram detetados defeitos relacionados com o processo de
fabricacdo. No caso do teste triangular este demonstrou que ndo existem diferengas

significativas entre as amostras. Ambas as analises sensoriais contaram com 10 provadores.

Como referido anteriormente, o objetivo deste ensaio € o conhecimento de como utilizar esta
enzima, nomeadamente, quantidades e tempo de empastagem, para o aumento da atenuagao,
sem impacto no produto acabado. Este objetivo foi comprido. Contudo, ¢ importante referir que
existem alguns pardmetros que necessitam de ser alvo de realiza¢do de mais ensaios € de um
estudo mais detalhado, nomeadamente, a taxa de redugdo de extrato (TRE), taxa de reducgdo de

diacetilo (TRD) e razdo A/E diferentes entre controlo e ensaio.
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6. Conclusoes gerais

Este projeto teve como objetivo principal melhorar o controlo da atenuagao limite: obter valores
superiores ¢ menor tempo de brassagem pela otimizagdo da atividade enzimdtica. Outro

objetivo proposto foi a validagdo de utilizagdo de um novo auxiliar enzimatico.

A atenuagdo limite final estabelece o conteudo de alcool potencial da cerveja, sendo por isso

um fator determinante no processo cervejeiro.

Na carateriza¢ao da situagdo atual verificou-se que existiam diferencas nos valores de pH e
patamares de temperatura face a bibliografia. Com a alteracdo das quantidades de &cido
fosforico e cloreto de célcio e consequentemente a alteragdo das especificagdes de pH,
juntamente com a introducao do patamar a 72°C, observou-se um aumento da atenuagdo limite
no mosto. Foi também possivel a redu¢ao em 10 minutos no patamar de temperatura da
atividade da B-amilase sem impacto significativo no processo. Através dos resultados obtidos
foi possivel concluir que o valor de pH das empastagens possui bastante importancia no
processo de conversdao dos agucares do mosto. Apos a otimizagdo deste valor foi possivel a
diminui¢do do tempo de brassagem sem alteragdes significativas do grau de atenuacgdo limite,
ou seja, tornou o processo mais eficiente. De igual forma a introducdo do novo patamar de
temperatura permitiu a otimizagao enzimadtica da a-amilase, o que reflete numa menor perda de
extrato e num possivel impacto nas quebras do processo de fabrico do mosto, que sera alvo de

avaliagao.

Por outro lado, nao se verificaram mais ocorréncias de valores de atenuagao limite abaixo da
especificagdo e verificou-se uma melhoria na estabilidade dos resultados, como se verifica no
grafico 10. Analisando o grafico 11, conclui-se que a atenuacdo real (que corresponde a
quantidade de acucares ainda presentes no mosto apos fermentacdo) consegue alcancar a
atenuagdo limite, o que significa que a quantidade de aglcares fermentesciveis presentes no
mosto (atenuacdo limite) foram consumidos pela levedura, durante o processo de fermentacao.
Uma diferenca significativa entre a atenuacao real e a atenuacao limite indica que a fermentagao

nao estd completa, havendo risco de contaminagao por leveduras e bactérias (Kunze, 2014).

Com o acompanhamento ap0s estas alteragdes verificou-se que nao houve impacto negativo no

perfil do mosto e do produto acabado.
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O gréfico 9 apresenta o grafico de brassagem atual com as altera¢des efetuadas: o tempo de
repouso a e°C foi reduzido em 10 minutos e introduziu-se o patamar a 72°C com repouso de 10

minutos.

e Empastagem

Caldas

/_/_

Temperatura (°C)

Tempo (minutos)

Grafico 9 - Grafico atual do processo de brassagem por decocgdo do mosto X.

A tabela 18 apresenta as alteragdes da especificagao dos valores de pH no Manual Técnico do

mosto X.

Tabela 16 - Especificagdes ap0s alteragdo da receita do mosto X.

Cerveja / Caracteristica pH pH
Empastagem Empastagem
gritz malte
Mosto X LIE 5,40 5,20
Alvo 5,60 5,40
LSE 5,80 5,50

Os graficos 10 e 11 apresentam os resultados obtidos nomeadamente da atenuagdo limite e

atenuagao real:

e A acdo 1 corresponde a otimizacdo do pH na empastagem;
e A acdo 2 corresponde a diminui¢do do tempo de sacarificacao;

e A acgdo 3 diz respeito a introducdo do patamar a 72°C com repouso de 10 minutos.
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Grifico 10 - Resultados Atenuacgdo Limite do mosto X, antes e ap6s otimizagdo do fabrico do mosto.
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Grafico 11 - Resultados da atenuacdo limite e atenuag@o real, antes e apds otimizagdo do fabrico do mosto.

Relativamente a validagdo de um novo auxiliar enzimatico conclui-se que, para se atingir a
atenuacdo limite pretendida (70-71%) a dosagem recomendada ¢ de 5Kg e reducdo de 40
minutos do patamar de a¢gdo da B-amilase. O critério de sucesso deste objetivo, para além da
obten¢do da atenuacgdo limite pretendida, incidia-se na manutencdo da estabilidade coloidal,
carateristicas fisico-quimicas e sensoriais da cerveja. Desta forma, foram analisados os
parametros de controlo de qualidade do produto acabado de modo a validar a utilizagdo da

referida enzima. Os ensaios realizados mostram que as restrigdes impostas a qualidade do
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produto final sdo respeitadas. A sua utilizagdo foi aprovada para utilizagdo em condi¢des

especificas de dificuldade em atingir o alvo do grau de atenuacao.

O grafico 10 apresenta o diagrama de brassagem com a utilizagdo deste auxiliar enzimatico.

Temperatura (°C)

= Empastagem

Caldas

Tempo (minutos)

Grifico 10 - Diagrama de brassagem com a utilizagdo de um novo auxiliar enzimatico.
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7. Trabalho futuro

Relativamente a introdugao do patamar a 72°C ¢ necessaria uma avaliagdo mais pormenorizada
do rendimento dos fabricos ao longo do tempo para confirmar se existe um aumento do

rendimento.

Relativamente a utilizagdo da nova enzima € relevante a realizacao de um estudo mais detalhado
do impacto na fermentacdo e na razdo Alcoois/Esteres. De igual modo considero pertinente

novos ensaios de forma a otimizar a quantidade de enzima e o tempo de empastagem.
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