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Palavras-chave

Resumo

Saccharomyces pastorianus, aminoacidos, cerveja, mosto,
fermentacdo, performance, EBC

Neste relatério sdo apresentados os resultados obtidos no estagio
que decorreu entre 19/09/2012 e 17/05/2013 na empresa UNICER,
Bebidas S.A.. Foram avaliados os efeitos do perfil de aminoéacidos
na performance fermentativa de 5 mostos produzidos com recurso a
sub-lotes de malte industriais de atributos conhecidos. As
caracteristicas de cada um destes sub-lotes de matérias-primas
foram correlacionadas, tendo sido identificadas relacOes
estatisticamente significativas entre as caracteristicas das matérias-
primas e do mosto obtido posteriormente. A ocorréncia de
variag0es de performance fermentativa entre os mostos com
diferentes concentragdes de FAN (mg/L) e diferentes perfis de
aminoacidos foi analisada e discutida. Verificaram-se valores de
atenuacédo real (%) entre 66,44% e 69,37%, sendo evidente que
nenhuma das fermentacdes terminou prematuramente. Destacou-se
a existéncia de uma relacdo linear positiva entre a presenga de
glutamato e aspartato e a producdo de etanol. Concluiu-se que a
variacao de performance fermentativa ndo é independente do perfil
de aminoacidos, estabelecendo-se uma relacédo entre a presenca das
classes de aminoacidos no mosto e a performance fermentativa.
Com base na literatura existente foram propostos mecanismos para
descrever os resultados verificados na fase experimental. Por fim
foram discutidas as vantagens de estudos posteriores para a
elaboracdo de critérios de selecdo baseados na presenca de
aminoacidos. Num projeto paralelo, duas instalacbes de producéo
foram comparadas, de modo a compreender e registar a influéncia
que diferentes escalas possuem na performance fermentativa. Esta
comparacdo abordou as etapas de producdo de mosto, fermentacao
e filtracdo. Verificou-se que o mosto obtido a escala industrial
apresentou os melhores resultados de performance fermentativa. A
producdo de mosto otimizada para a instalacdo piloto obtém
resultados em linha com o melhor mosto do teste. A anélise de
filtracdes permitiu concluir que existe uma perda acrescida de
caracteristicas do liquido na filtracdo a escala piloto, sugerindo-se
alteracdes para melhoria do processo na instalacdo piloto.
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In this report are presented the results attained in the internship that
took place between 19/09/2012 and 17/05/2013 in the facilities of
UNICER, Bebidas S.A.. The effects of the amino acid profile in the
fermentation performance of 5 worts produced from the constituent
lots of industrial malts, whose properties are known, were assessed.
The properties of each malt were correlated, and statistically
significant relationships between the raw materials and the
produced wort were identified. The variations in fermentative
performance, between worts with different FAN (mg/L)
concentrations and different amino acid profiles, were analyzed and
discussed. The values of real degree of fermentation (%) were
between 66,44% and 69,37%, therefore there was no evidence of
stuck fermentations. A positive linear relationship between ethanol
production and the concentration of glutamate and aspartate was
verified. It was concluded that the variations in fermentative
performance are not independent of amino acid concentration, and a
relationship between the presence of the groups of amino acid and
fermentative performance was established. Based on the existing
scientific literature, mechanisms were proposed in order to describe
the experimental results. The advantages of further studies, to
define new raw material selection criteria based on amino acid
content, were discussed. In a parallel project, two production
facilities, one industrial and one pilot, were compared in order to
understand and pinpoint the influence that different scales exert on
the fermentative performance. The processes of wort production,
fermentation and filtration were reviewed. It was verified that the
industrial wort achieved the best fermentation performance results.
The optimized production of wort in the pilot plant allows results of
fermentative performance in line with the best wort of the test. The
analysis of the filtrations in different plants showed that there is a
higher loss of the characteristics of the fermentation product in the
pilot plant than on the industrial plant. Several adjustments were
suggested in order to improve the pilot plant process.
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Nota Introdutoria

O estagio que deu origem a este relatério foi realizado na empresa UNICER
Bebidas, S.A., sediada em Leca do Balio, distrito do Porto. Como empresa lider de
mercado e com mais de um século de histdria, a UNICER ja desenvolveu inimeros
projetos de investigacdo e desenvolvimento, levando a empresa a dimensdo que possui nos
dias de hoje. Ao longo deste percurso foi desenvolvido um espoélio imaterial muito valioso
na forma de conhecimento adquirido. Desta forma, para salvaguardar os interesses da
empresa, foram propositadamente omitidos dados que colocariam em causa 0 segredo
industrial. A discussao de dados de alguns elementos neste relatorio foi realizada de forma
comparativa, no entanto, todos os métodos utilizados encontram-se adequadamente
descritos.

Este trabalho tem o titulo de “Desenvolvimento de métodos preditivos de analise”.
Como complemento a informagdo deste elemento indica-se o subtitulo: “Analise de
parametros de selecdo de matérias-primas e estudos comparativos na industria cervejeira”.

O trabalho descrito no capitulo 2 deste relatorio é a continuacdo de um projecto
iniciado em Janeiro de 2012 pelo mestre Pedro Carneiro, entre outros colaboradores
UNICER, que continua ligado ao projeto e a trabalhar para a sua continuidade. O primeiro
passo foi a seleccdo de matérias-primas e a producdo de mostos na instalacdo piloto, bem,
como a andlise de aminoacidos e ides.

Destaca-se também que os trabalhos apresentados neste relatorio tiveram como

base o trabalho de equipa e o esforco comum.






Capitulo 1

Introducéo






1. AUNICER

1.1 A empresa e o setor de atividade

A Unicer Bebidas, S.A. é a maior empresa portuguesa do setor das bebidas em
Portugal. Este titulo sustenta-se pelas posi¢des dominantes que a empresa possui nos
negocios da cerveja e da agua engarrafada. A empresa também se encontra presente no
segmento dos vinhos e refrigerantes. A representacdo no setor do turismo € feita através da
propriedade de dois ativos na regido de Tras-os-Montes: o hotel Vidago Palace e o
spa&nature park Pedras Salgada.

A presenca da empresa no setor de producdo de malte, através da empresa
Maltibérica, reforca a importancia do negdcio da cerveja na atividade comercial. A
Maltibérica, que se localiza em Poceirdo, no concelho de Palmela, e proxima do porto de
Setubal, pretende garantir uma elevada qualidade no malte que produz e, simultaneamente,
estimular a producdo de cevada distica em Portugal.

A Unicer € uma empresa de capital maioritariamente portugués que se reparte por
dois grandes grupos acionistas: o grupo Viacer, constituido pelas empresas BPI, Arsopi e
Violas, possui 56% da participacdo na empresa enquanto o grupo Carlsberg possui 0s
restantes 44%.

Segundo o Relatorio de Sustentabilidade de 2011, a Unicer apresenta um volume
de vendas de 485 milhdes de euros, e emprega cerca de 1500 pessoas. Estes numeros
demonstram a importancia que a empresa possui ndo s na economia local como também

na economia nacional. (1)

1.2 Valores Unicer
Visdo: “Onde quer que estejamos a Unicer € as nossas marcas serdo sempre a
primeira escolha”
Missao:
e Conquistarmos a preferéncia dos Consumidores para as nossas Marcas;
e Sermos o parceiro preferido dos nossos Clientes;
e Obtermos o reconhecimento e valorizacdo adequados por parte da
Comunidade;

e Garantirmos a remuneracdo e a confianca dos nossos acionistas;



1.3 As marcas

As marcas do portefélio Unicer sdo reconhecidas internacionalmente, sendo
distribuidas em 50 paises, com especial destaque para os paises de lingua oficial
portuguesa.

Do variado portefolio de marcas da Unicer destacam-se as seguintes:

e Cervejas: Super Bock, Super Bock Stout, Super Bock Sem Alcool, Super
Bock Abadia Gourmet, Super Bock Classic, Super Bock Green, Super
Bock Abadia, Cheers, Carlsberg, Cristal, Clock, Marina, Kronemburg,
Gimbergen Blond.

e Aguas: Vitalis, Vitalis Sabores, Caramulo, Agua das Pedras, Agua das
Pedras Levissima, Agua das Pedras Sabores, Vidago e Melgaco.

e Refrigerantes: Frutis Natura, Frutis, Frutea Ice Tea, Frisumo, Guarana
Brasil, Snappy.

e Vinhos: Quinta do Minho, Campo da Vinha, Porta Nova, Vinha das
Gargas, Vinha de Mazouco, Vinha de Mazouco Reserva, Planura, Planura
Reserva, Planura Syrah, Monte Sacro, Vini, Vini Sangria e Tulipa.

e Sidras: Somershy.

A Super Bock, além de ser a cerveja portuguesa mais consumida em todo o
mundo possuiu, em 2010, uma quota de mercado interno de 49% num volume de consumo
de 590 milhdes de litros, e uma percentagem de produto para exportacdo de 40%, isto é, 4
em cada 10 litros de cerveja produzidos foram dedicados ao mercado externo, dos quais o
mais importante, com 60% deste volume, é Angola.

A Vini Sangria, produto que entrou no mercado em 2010 no formato de barril, foi
considerado “Sabor do Ano” em 2010 e 2011. Hoje, fruto da inovacao e desenvolvimento

que caracteriza esta empresa, existe também no formato de lata 0,5L.

1.4 A historia
A empresa que hoje em dia é conhecida como Unicer teve origem em Marco de
1890, com a constituicdo, por escritura, da Companhia Unido Fabril Portuense das Fabricas
de Cerveja e Bebidas Refrigerantes, também conhecida pela sigla CUFP. Esta empresa

dedicava-se a producao de cervejas, refrigerantes e “licores e outras bebidas”.



A inauguracdo da unidade de producdo da Via Norte, em Leca do Balio, local
onde ainda hoje se encontram as instalacfes da empresa, ocorreu em Setembro de 1964.
Em Junho de 1990 a Unicer, entdo denominada Unido Cervejeira, S.A., é privatizada,
ficando todo o seu capital entregue ao setor privado. Em 2001 a Unicer — Bebidas de
Portugal, S.A. assumiu 0 nome que perdura até hoje.

A Figura 1 mostra os principais pontos da histéria da empresa.
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Figura 1 — Principais marcos da histéria da empresa Unicer.

1.5 Sustentabilidade ambiental

A Unicer ¢ uma empresa com um elevado sentido de responsabilidade ambiental e
enceta esforcos para melhorar a sua relacdo com o meio ambiente. Para que isto aconteca,
é promovida:

- a prevencdo e o controlo integrados da poluicdo

- a ecoeficiéncia de processos e produtos através do uso sustentavel de agua e
utilizacdo racional de energia

- a minimizacdo de impactos ambientais, promovendo a reducdo de emissdes
poluentes e privilegiando solucdes de reutilizacdo e valorizacéo.

Estas politicas tiveram como resultado direto uma reducdo de 18% no consumo
total de energia, de 12% no consumo de agua e de 19% na libertacdo de gases com efeito
de estufa. Além disto, cerca de 95% dos residuos gerados sdo encaminhados para
processos de valorizacdo. Estes dados mostram porque é que a Unicer é uma das empresas

cervejeiras mais eficientes e conscientes do grupo Carlsberg. (1)



2. Producéao de cerveja

2.1. Matérias-primas
A cerveja é produzida recorrendo a quatro matérias-primas essenciais: cevada,
agua, levedura e lupulo. As caracteristicas e a qualidade de cada uma tém a capacidade de
influenciar decisivamente o produto final, podendo contribuir para os atributos proprios de

uma determinada cerveja ou, por outro lado, torna-la pouco apelativa ao consumidor.(2)

2.1.1 Cevada

A cevada (Hordeum vulgare) é considerada pela FAO um dos mais importantes
cultivares do século XXI, sendo utilizada principalmente para alimentacdo animal, para a
producdo de cerveja e como alimento. (3) Fisiologicamente, a cevada é classificada em
dois tipos, que possuem propriedades diferentes:

1) Cevada de Inverno, cujas sementes sdo plantadas em meadas de Setembro e
possuem periodo de maturacdo de cerca de 10 meses e possuem uma
produtividade de cerca de cerca de 6 t/ha. Sdo mais resistentes ao frio mas tém
necessidades nutricionais acrescidas;(2)

2) Cevada de Primavera, cujas sementes sdo plantadas em Marco e Abril e
possuem um periodo de maturacao de cerca de 5 meses, com uma produtividade
de cerca de 4 t/ha. Sdo0 mais susceptiveis a efeitos indesejaveis por
consequéncia de baixas temperaturas, no entanto possuem necessidades
nutricionais mais modestas.(2)

Os diferentes tempos de maturacdo entre os dois tipos de cevada descritos
refletem-se na produtividade anual por area de cultivo, isto é, quanto maior o tempo de
maturacdo maior a produtividade. Este aumento de produtividade encontra-se na ordem das
duas toneladas por hectare entre as duas variedades. (2, 4)

A cevada, além de ser classificada em funcdo do momento da sementeira, também
é taxonomicamente avaliada em subespécies. As subespécies mais importantes na industria
cervejeira sdo a Hordeum vulgare subs.distichon ou cevada distica e Hordeum vulgare
subs hexastichon, cevada hexastica. A separacdo nestas duas subespécies em particular
deve-se a caracteristicas morfoldgicas da espiga, verificando-se espigas planas com duas

carreiras ou espigas cilindricas com seis carreiras, respetivamente. A cevada de duas



carreiras produz apenas um grdo por nddulo, enquanto a cevada de seis carreiras tem a
capacidade de produzir até trés gréos. (5, 6)

A cevada, ap0s processamento adequado, € o componente que fornece todos 0s
nutrientes e elementos necessarios para a fermentacdo do caldo fermentativo, denominado
de mosto. (2, 7, 8) Esta matéria-prima é um cereal, o que significa que se trata de um
elemento que permite a reproducdo da planta que lhe d& origem. A sua estrutura garante
que o embrido possua todos o0s elementos necessarios para a germinagdo. As Figuras 2 e 3
sdo representacdes esquematicas do grdo de cevada. (8)
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Os graos de cereais sd@o elementos complexos envoltos por um 6rgdo chamado
envelope da semente (testa), que protege o embrido e o endosperma. O endosperma
encontra-se diferenciado pela camada de aleurona e inclui a regido de sub-aleurona e o
endosperma amidico interno. Os tecidos embridnicos encontram-se na parte basal do grédo
e compreendem o escutelo, um tecido de apoio e o embrido. Estes sdo 0s componentes
principais do gréo de cevada.(8)

O pericarpo, uma pele resistente, e o envelope da semente condicionam a
absorcdo de agua e sdo o0s responsaveis pela proteccdo das regides internas de
contaminacdo. A sua constituicdo consiste principalmente em polimeros como a celulose,
hemicelulose, lenhinha e algumas proteinas. (2, 8)

Durante o desenvolvimento do grdo do cereal, as células do endosperma
diferenciam-se em dois tipos de tecidos distintos: a camada de aleurona e o endosperma
amidico. Os corpos de inclusdo existentes nas células da camada de aleurona contém,
principalmente, fitina, proteinas, compostos proteinas-hidratos de carbono e alguns lipidos.
(2,8)



Depois de entrar em contacto com &gua, e de se estabelecer o inicio da
germinacdo, a camada de aleurona liberta enzimas hidroliticas de modo a converter as
proteinas de reserva e os granulos de amido do endosperma em aglcares e aminoacidos.
Estes servem de nutrientes ao embrido, tratando-se por isso do ponto de partida da
atividade enzimatica durante a maltagem.(8)

O endosperma amidico contém a maioria dos polimeros de reserva. Este elemento
representa o corpo de maior massa celular do gréo, e é constituido principalmente por
amido, que é sintetizado no interior de amiloplastos. As paredes celulares destas células
possuem quantidades consideraveis de B-glucanas (80%) e arabinoxilanas (20%). A
espessura das paredes celulares, que se encontram separadas entre si por uma lamela
média, de composicdo proteica, é dependente de caracteristicas como a variedade e as
condigdes de crescimento da planta. A cevada utilizada na industria cervejeira possui
caracteristicamente paredes celulares mais finas que a cevada utilizada na alimentacao
animal: trata-se de um fator relevante para a capacidade produtiva da cerveja a partir do
malte, pois cria obstaculos a hidrolise de substancias de reserva. (2, 8)

A composicao em matéria seca da cevada encontra-se descrita na Tabela 1. Como
é possivel verificar, a porcdo de hidratos de carbono é a mais relevante em termos
quantitativos, no entanto, cada componente é diferente e desempenha diferentes funcdes no

processamento e utilizacao do grao.

Tabela 1 — Componentes do gréo de cevada em % (m/m). (2)

Componente %(m/m)
Hidratos de carbono totais 70.0 —85.0
Proteinas 10.5-11.5
Matéria Inorganica 2.0-4.0
Gordura 1.5-2.0
Outras substancias 1.0-2.0

2.1.2 A agua

A &gua é, naturalmente, um elemento de extrema importancia no processo
cervejeiro. As suas caracteristicas, como a dureza, o pH, e os ides dissolvidos influenciam
as caracteristicas do produto final de tal forma que algumas cervejas se tornaram

reconhecidas devido a especificidade da agua que é utilizada na sua producdo. De um
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ponto de vista tecnoldgico, a d4gua é o elemento que permite que todas as reaccdes
bioldgicas ocorram: favorece a germinagdo da cevada no fabrico do malte, permite que
ocorra a empastagem da farinha de malte e dos adjuntos de fermentacdo na qual ocorrem
0s principais processos enzimaticos e é o principal componente do caldo fermentativo na

qual a levedura realiza a converséo de mosto para cerveja. (8)

2.1.3 O ltpulo

O ldpulo, de nome cientifico Humulus lupulus, é o componente que confere o
aroma e sabor caracteristico da cerveja. O aroma é conferido pelos componentes volateis
do ldpulo enquanto o sabor é conferido pelos componentes ndo volateis. Os componentes
de maior relevancia industrial sdo a-acidos e os B-acidos contidos na resina do lupulo. A
maior contribuicdo para o amargor da cerveja é proveniente da presenca de iso-a-acidos
soluveis, que sdo obtidos através da isomerizacdo de a-acidos a elevadas temperaturas. Os
iso-a-acidos apresentam atividade bacterioestatica, o que contribui para a criacdo de um
ambiente hostil ao desenvolvimento de microrganismos contaminantes durante a

fermentacdo. (2, 8, 9)
2.1.4 A levedura

A globalidade da industria cervejeira utiliza um conjunto alargado de estirpes para
realizar as fermentacbes, no entanto, de uma forma geral, estas estirpes podem ser
agregadas em dois grupos principais considerando como critério distintivo 0 seu
comportamento de floculacgéo:

- Leveduras de fermentacéo alta, ale e weiss, do qual € exemplo a Saccharomyces
cerevisiae. Caracteristicamente estas leveduras sobem para o topo do recipiente de
fermentacdo durante a mesma. As temperaturas de fermentacdo situam-se entre os 18°C e
24°C. Verifica-se que este tipo de leveduras forma cadeias de células interligadas, efeito
que é resultado de um periodo maior de ligacdo a célula mde apds o processo de
gemulacdo. (2, 9, 10)

- Leveduras de fermentacdo baixa, lager, do qual é exemplo a Saccharomyces
carlsbergensis. No fim da fermentacdo, as leveduras deste grupo acumulam-se no fundo do
recipiente onde ocorre a fermentacdo. Este grupo necessita de temperaturas menores para

que ocorra uma fermentacdo adequada, entre 8°C e 14°C. Ao microscépio apresentam-se
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quase exclusivamente como células individualizadas ou aos pares. Os microrganismos
deste grupo distinguem-se pela capacidade de fermentar completamente o trissacarideo
rafinose. (2, 9, 10)

Os grupos descritos possuem varias diferengas morfologicas e fisiologicas, pelo
que a sua utilizacdo na industria cervejeira tem de ser seguida de uma adaptacdo do
processo tecnoldgico de produgdo. A llustracdo 1 apresenta imagens de microscopia de
ambos os grupos de leveduras. (2, 9, 10)

llustragdo 1 — Imagens de microscopia de leveduras de fermentacédo de topo (a esquerda) e de fermentagéo baixa
(a direita). Magnificacdo de 640 vezes. (8)

As leveduras sdo organismos capazes de alternar o seu metabolismo entre
condicdes aerdbias, metabolismo oxidativo, e 0 metabolismo fermentativo, dependendo da
concentracdo de oxigénio no meio. Este efeito denomina-se efeito Pasteur. Apesar de a
fermentacdo alcoolica ocorrer em condicGes de total anaerobiose, o fornecimento de
oxigénio durante o inicio da fermentacdo permite a ocorréncia de fermentacdes
equilibradas, o que se reflete na qualidade do produto final. (2, 10, 11)

Os processos metabolicos das leveduras sdo influenciados pela concentracdo de
acucares no meio. Na presenca de uma concentracdo de agUcares superior a 0,1g/L 0s
complexos enzimaticos responsaveis pelo metabolismo aerdbio sdo inibidos e ocorre
fermentacdo com producdo de etanol. Este efeito é independente da concentracdo de
oxigénio e tem o nome de efeito Crabtree. Verifica-se que as leveduras utilizadas na

indUstria cervejeira sdo organismos Crabtree positivos. (2, 10, 12)
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2.2 O malte

2.2.1 Producéo de malte

O malte é obtido ap6s a passagem do grdao de cevada por um processo
denominado maltagem. Este processo consiste na indugdo da germinacdo do gréo de
cevada de forma a ativar as enzimas do grdo. Depois de induzida a germinagdo, esta €
parada atraves de um processo de secagem que garante a estabilidade do material até a sua
utilizagdo no fabrico de mosto.

A producdo de malte € realizada em instalacbes denominadas malterias, que
possuem O equipamento necessario para armazenar a cevada e realizar as etapas do
processo de producéo.

O primeiro passo denomina-se molha; este passo sujeita 0s gréos de cevada a uma
fase hidratada, em que a cevada € submetida ao contacto com &gua através de imerséo ou
aspersdo. De seguida ocorre uma fase seca em que ocorre arejamento. Estas duas fases
sucedem-se até se verificar o aparecimento da coleorriza nos grédos de malte em conjunto
com uma coloracdo amarela na agua. Este elemento, indicativo da germinacdo, assinala
que o0 grdo esta pronto para passar a fase de germinacdo. O processo de molhagem ocorre,
dependendo das caracteristicas do gréo, entre 12°C e 18°C. (7) O gréo de cevada aumenta
de tamanho entre 30% e 40% devido ao efeito da hidratacéo. (7, 8)

Com o fim da hidratacdo, passa-se para a germinacao; depois de hidratado, o grao
comeca uma fase mais intensa de desenvolvimento, em que comega a crescer, verificando-
se 0 desenvolvimento de pequenas raizes na base do grdo, e do coledptilo por baixo da
camada externa de proteccdo. As enzimas hidroliticas, necessarias na producdo de mosto,
comegam a surgir em maior quantidade, especialmente as que provocam alteracdes no
amido do endosperma. Apds um pequeno periodo, o embrido liberta giberelinas, que se
difundem pelo grédo originando a producdo de enzimas na camada de aleurona. (8) Com a
presenca de cada vez mais enzimas o grdo aumenta o seu grau de modificacdo. Os
nutrientes produzidos passam o endosperma para alimentar o embrido, que se continua a
desenvolver. Quando a acrospira atinge o tamanho de 75% do gréo, o nivel de acumulagéo
de nutrientes, agUcares e compostos azotados, entre outros, para de aumentar, indicando

que se atingiu o limite pretendido do nivel de germinagdo. A continuacdo da germinagao
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implica o consumo de nutrientes Gteis, 0 que tem efeitos negativos nos rendimentos das
instalacOes de producédo de malte. (8)

O passo seguinte é a secagem. O malte “verde” é transferido para salas de
secagem. Estas salas possuem um fundo pontilhado que permite a passagem de ar quente
que seca 0 malte “verde”. O calor assim fornecido permite terminar o processo de
modificacdo e parar o crescimento da planta reduzindo a humidade dos gréos até niveis que
permitem o0 seu adequado armazenamento. As enzimas formadas durante 0S passos
anteriores retém a sua atividade e, simultaneamente, sdo desenvolvidas caracteristicas de
cor, sabor e aroma de acordo com as especificaces fornecidas pela indUstria cervejeira. A
temperatura é controlada de modo a otimizar a secagem: a temperatura inicial ndo pode ser
muito elevada j& que em contacto com a humidade proveniente do malte verde ocorre
desnaturacdo de enzimas importantes para o fabrico de mosto. Desta forma, a pré-secagem
é iniciada a 50°C e termina a 65°C, a partir do momento em que a humidade do ar a saida
atinge os 20%, inicia-se a secagem com um aumento gradual de temperatura até aos 85°C.
Este passo é determinante no estabelecimento do conteddo em aminoacidos do malte,
verificando-se diferentes teores dos nutrientes com diferentes processos de secagem. Na
Figura 4 encontra-se representado um esquema de variacdo de temperatura e humidade
durante a secagem de um malte de cor clara. (8, 13)

Modificagcdes nos parametros do processo de secagem, nomeadamente 0 aumento
de temperaturas, tém como consequéncia a producdo de maltes denominados especiais.
Estes maltes possuem caracteristicas diferentes de um malte “normal”, como uma cor mais
intensa e um menor contetido de agucares e aminoacidos. Geralmente este tipo de maltes é

produzido em menores quantidades. (2, 8)
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Figura 4 — Variacéo de temperatura e humidade ao longo do tempo durante a secagem de um malte claro (8)
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2.3 Producédo de mosto

O mosto é o produto obtido apds a passagem de malte moido em suspensdo por
um conjunto de tratamentos térmicos a varios patamares. Estes tratamentos térmicos tém
como objectivo criar um meio fermentativo, rico em micro e macro nutrientes, capaz de
satisfazer as necessidades nutricionais da levedura durante a fermentacéo.

O fabrico do mosto pode seguir varios diagramas diferentes em fungédo do produto
que se pretende obter e das especificidades da instalacdo onde é realizado o fabrico, no
entanto, 0s principais passos sdo transversais, isto é, sdo utilizados na generalidade das
instalagOes industriais cervejeiras. A Tabela 2 sumariza o processo de fabrico.

O processo de fabrico inicia-se com a empastagem, passo que consiste na mistura
da farinha do malte com &gua quente, a temperatura e agitacdo adequadas. (2, 8)

Segue-se a protedlise/gelificacdo. Neste passo o patrimonio enzimatico
proveniente do malte comeca a exercer a sua atividade. O alvo neste patamar sdo as
proteinas e as B-glucanas. As proteinases sdo enddgenas, provenientes do malte, enquanto
as B-glucanases sdo exogenas, e contribuem para a diminuicdo da viscosidade do mosto.
Este passo ocorre a temperaturas entre 45°C e 50°C. As principais proteases existentes no
malte, com atividade nesta fase, sdo carboxipeptidases, aminopeptidases, dipeptidases e
endopeptidases. (2, 8, 14)

No passo de liquefacgdo, 0 aumento da temperatura do mosto para cerca de 64°C
favorece a atividade das B-amilases que, através das extremidades ndo redutoras das
cadeias de amilopectina e amilose produzem o dissacarideo maltose. Existe tambem
atividade de a-amilases, que agem em qualquer ponto das cadeias e, ao quebrar as ligacoes
glicosidicas, potenciam a atividade das B-amilases.(2, 8)

E durante a sacarificacdo que a atividade hidrolitica das o-amilases do malte, com
atividade 6tima entre 72°C e 75°C, ocorre com mais intensidade. A atuacao destas enzimas
permite degradar as ainda existentes cadeias longas de polissacarideos originando dextrinas
mais pequenas. Devido a atividade enzimatica na sacarificacdo e na liquefaccdo sao
produzidas grandes quantidades de maltose, e quantidades menores de maltotriose,
sacarose, glucose, frutose e oligossacarideos. A sacarificacdo é dada como terminada ap0os

a realizacdo de um teste com iodo, que garante que todo o amido foi degradado. (2, 8)
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A filtracdo remove os residuos ndo soluveis que entraram no sistema durante a

empastagem, o que permite clarificar o mosto. Estes residuos consistem principalmente

nos invélucros do malte ou cevada e tém o nome de dréche. (2, 8, 15)

Tabela 2 — Passos de um processo de producdo de mosto industrial. (2, 8)

o ) Intervalo de
N° Nome Principal Efeito
temperaturas (°C)
Dissolucédo da farinha de malte em
1 Empastagem ’ 40-45
agua
2 Protedlise/Gelificacdo  Degradacdo de proteinas e B-glucanas 45-50
3 Liquefaccao Degradacéo de amilose e amilopectina 62-65
Degradacéo final de polissacarideos
4 Sacarificagédo originando um liquido negativo para o 75-78
teste do iodo
: y Remocdo de componentes insollveis
5 Filtracdo :
de maior tamanho do mosto
L Pasteurizagdo, degradacéo de
6 Ebulicéo . . 100-104
compostos e adicao de lupulo
» Remocao de proteinas insolUveis e
7 Decantagéo

complexos prejudiciais

A temperatura mais elevada de todo o processo ocorre durante a ebulicdo. Neste

passo diminui-se para niveis aceitaveis a concentracdo de microrganismos contaminantes,

pois sujeita-se o liquido a uma temperatura de cerca de 100°C. Neste momento €

adicionado o lupulo, cujos componentes sdo extraidos e isomerizados, e ocorre a inativagdo

das enzimas do malte, que caso permanecessem ativas iriam resultar em perfis

organoléticos atipicos. A coagulacdo e decantacdo de proteinas sdo desejaveis, no entanto,

é necessario equilibrio de modo a que a cerveja final mantenha algumas caracteristicas

organoléticas essenciais e a capacidade de formar a espuma adequada. (8)

A Tabela 3 mostra a composi¢do tipica de um mosto ap0s 0 seu processo de

producdo. Dadas as possiveis variages no processo tecnologico de obtencdo do mosto €

natural que se verifiqguem diferencas tanto devido ao processo como devido as matérias-

primas.
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Tabela 3 — Composicéo tipica de um mosto. (16)

Composicdo tipica de um mosto

Composto Quantidade (g/L)
Maltose 52,4
Glucose 91
Frutose 2,1
Sacarose 2,3
Maltotriose 12,8
Acucares ndo fermentesciveis 23,9
Mateéria azotada (como N) 0,8
Aminoéacidos (como N) 0,30
Compostos fenolicos 0,25
Acidos Iso-a 0,035
ca® 0,065

2.4 Fermentacao

2.4.1 O processo fermentativo

No fim da ebulicdo a cerveja passa por permutadores que arrefecem o mosto ateé a
temperatura adequada para a inoculacdo e entrada em reatores cilindro-cénicos. As
temperaturas de entrada nestes reatores sdo um parametro estabelecido pelos cervejeiros de
acordo com as caracteristicas da cerveja que se pretende obter, e de acordo com as
caracteristicas dos equipamentos.

Apos o arrefecimento, 0 mosto € arejado até serem atingidas concentracdes de
oxigénio no mosto entre 7 e 9 mg/L. O arejamento do mosto fornece o oxigénio utilizado
em reaccdes necessarias para a sintese de acidos gordos, elementos necessarios para

garantir a estabilidade das membranas celulares durante o processo fermentativo e
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consequentemente o estado fisiolégico saudavel dos microrganismos. Este € o Unico
momento em todo o processo de producdo de cerveja em que oxigénio € deliberadamente
adicionado ao liquido. Para que ndo exista o risco de contamina¢Ges do mosto o ar tem de
ser esterilizado por meio de filtros. A adigcdo de oxigénio € geralmente realizada através da
injecdo de ar comprimido, num local das tubagens onde se cria um fluxo turbulento de
mosto, até uma concentracdo de 8 a 10 mg/L. (2, 8, 9)

A inoculagdo € realizada ao mesmo tempo que o mosto, frio e arejado, €
bombeado pelas tubagens até chegar aos reatores, garantindo uma adequada dispersao da
levedura no mosto. A levedura utilizada é proveniente de tanques onde é realizada uma
propagacdo até ser atingido o volume necessario ou, por outro lado, de tanques onde é
recolhida ap6s o término de uma fermentacdo, e mantida em condic6es adequadas para que
possa ser reutilizada.(2, 9)

As leveduras, quando atingem o mosto frio, com elevadas concentracdes de
acucares, nao utilizam o oxigénio existente no mosto frio para realizar fosforilacéo
oxidativa, ja que sdo organismos Crabtree positivos e por isso realizam a fermentacao
alcoolica no inicio da fermentacdo. No entanto, o oxigénio dissolvido no meio é
consumido em poucas horas. O oxigénio, que entra no interior das células por difusao
facilitada, € utilizado para realizar a sintese de ergosterol e a insaturacdo de precursores de
acidos gordos, que, no fim do metabolismo, sdo incorporados na bicamada lipidica da
membrana celular. Assim, leveduras que sdo inicialmente expostas a oxigénio sdo mais
saudaveis, possuindo uma maior capacidade de resisténcia a situacfes de stress e maior
integridade estrutural ao longo das geracoes. (8, 17)

Nas primeiras 10 horas ocorre a fase lag, com o consumo do oxigénio, diminuicao
do pH e absorcdo do azoto aminado livre. O desenvolvimento celular € modesto o que
mostra que a levedura se encontra em fase de adaptacdo ao meio. (2, 9)

Apos a adaptacdo inicial a levedura entre na fase de crescimento exponencial,
verificando-se uma elevada taxa de consumo de substrato e producéo abundante de etanol,
fatores que contribuem para a diminuicdo da densidade do meio. Nesta fase o oxigénio
presente no meio ja se encontra totalmente consumido e as células encontram-se em pleno
desenvolvimento celular, verificando-se a maior taxa de crescimento da cultura. A fase
exponencial tem o seu término apds cerca de 60h, momento em que se da a entrada na fase

estacionaria, e consequente diminuicdo do consumo de azoto, substrato e diminuicdo da
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taxa de producdo de etanol. Apds cerca de 10 dias a fermentacéo termina. O diagrama da
Figura 5 apresenta um diagrama de fermentagéo para uma cerveja lager. (9)

Seguem-se as fases de maturacéo e estabilizacdo coloidal. Na fase de maturacédo a
temperatura ¢ ligeiramente aumentada de modo a que a levedura possa metabolizar alguns
elementos que sdo nocivos para as propriedades organoléticas da cerveja. Destes elementos
um dos que mais afeta a qualidade final é o diacetilo, uma dicetona vicinal que provoca o
sabor a lipidos, ou ranco, no produto final. Na fase de estabilizacdo coloidal a cerveja é
arrefecida para temperaturas negativas, e favorece-se a eliminacdo de matéria proteica. (9)

Figura 5 — Exemplo de um diagrama de fermentacéo lager. (9)
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3. Bioquimica do azoto

3.1 Metabolismo do azoto
3.1.1 Utilizagéo do azoto pela levedura

O azoto é um elemento quimico essencial ao funcionamento da levedura. As
leveduras sdo microrganismos ndo-diazotréficos, pelo que a existéncia no malte de azoto
fermentavel € um dos parametros rigorosamente controlados para garantir que todas as
necessidades nutricionais da levedura sdo adequadamente supridas e a performance
mantida em niveis adequados.

As leveduras sdo capazes de utilizar uma grande variedade de compostos como
fonte de azoto, pelo que possuem mecanismos de controlo por forma a garantir um
fornecimento constante. Verificou-se que os ibes de amdnia e 0os aminoacidos asparagina,
glutamina e glutamato sdo fontes preferenciais de azoto, ao contrario do aminoacido
prolina que ndo é metabolizado. (13, 18) Se a concentracdo destas fontes de azoto
preferenciais for muito baixa, outras fontes de azoto podem ser utilizadas, tais como
nitritos, nitratos, amidas, outros aminoacidos e péptidos.

A utilizacdo de fontes secundarias de azoto requer a sintese de enzimas e
permeases especificamente catabolicas, cuja producdo se encontra regulada por um
processo denominado repressao catabolica de azoto, que € inibido na presenca das fontes
preferenciais deste elemento. (19-21)

O mosto, que é um sistema complexo e possui uma grande quantidade de
compostos dissolvidos, leva a levedura a ter de adaptar o seu metabolismo em funcéo da
diminuicdo da concentracdo dos elementos presentes no mosto, isto é, a levedura
metaboliza fontes de azoto cada vez menos preferenciais ao longo da fermentacdo. Este
facto é excecionalmente importante neste sistema em que a principal fonte de azoto

fermentavel sdo aminoéacidos. (22)

3.1.2 Perfil de consumo de azoto

Os mecanismos reguladores de azoto na célula condicionam a entrada e
assimilacdo de compostos azotados, o que permite elaborar perfis de consumo de

aminodcidos pelas leveduras. O estudo destes perfis de consumo deu origem a distribuicao

20



dos aminodcidos por grupos, como mostram as Tabelas 4 e 5. Estas tabelas, apesar de
adequadas em varias situacdes foram realizadas com recurso a uma estirpe de fermentacao
de topo, S. cerevisiae Guinness 4200. A Tabela 4 mostra uma classificacdo dos
aminoécidos segundo a ordem de assimilacdo, a Tabela 5 realiza um agrupamento segundo

a importéncia destes como reguladores do desenvolvimento de sabores da cerveja. (21-24)

Tabela 4 — Classes de amino4cidos do mosto em funcdo da ordem de assimilacio durante a fermentagéo (23, 24)

Classe A Classe B | Classe C Classe D

Arginina Histidina ' Alanina Prolina
Asparagina Isoleucina ' Glicina

Aspartato  Leucina  Fenilalanina
Glutamato = Metionina = Tirosina

Glutamina Valina Triptofano
Lisina (Amonia)
Serina

Treonina

Os aminoacidos da classe A caracterizam-se por uma assimilagdo imediata assim
que ocorre inoculacdo do mosto, enquanto os aminoacidos da classe B sdo assimilados
mais lentamente ao longo da fermentacdo. O grupo C, terceiro na ordem de assimilacao,
inclui um elemento extra: os ides de amdnia, segundo Lekkas e colaboradores (2007) (22).
Os elementos desta classe s6 sdo assimilados no momento em que os elementos da classe
A se encontram em concentracao nula. A classe D possui apenas um aminodacido, a prolina,
cuja assimilacdo requer condicdes aerdbias. (22-25)

O segundo agrupamento, que assume a ocorréncia de desequilibrios no perfil de
concentracbes de aminodcidos devido a diferentes praticas na inddstria, analisa a
possibilidade de a sintese de um aminoacido pela levedura poder ser realizada sem
consequéncias para as caracteristicas organoléticas ou se a assimilacdo a partir meio
fermentativo € critica para a formacao de metabolitos relevantes.

A concentracdo inicial no mosto de aminoacidos de classe 1 foi considerada de
pouca importancia, jA que estes podem ser assimilados do mosto ou, alternativamente,
sintetizados a partir de catabolismo dos hidratos de carbono e reacc¢Bes de transaminacao.
(21, 23)
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Tabela 5 — Aminoacidos do mosto separados por classes em fungéo do efeito na producéo de compostos
organoleticamente importantes (23)

Classe 1 Classe 2 Classe 3

Aspartato  Isoleucina Lisina
Asparagina Valina Histidina

Glutamato Fenilalanina = Arginina

Treonina Glicina Leucina
Serina Tirosina

Metionina
Prolina

Deficiéncias na concentracgéo inicial nas classes 2 e 3 séo de maior importancia: as
relagdes entre a disponibilidade de valina, um aminoacido da classe 2, e a producdo de
diacetilo, assim como a relacdo entre maior producédo de etanol devido a maior presenca de
aminoacidos foram demonstradas. (21, 23, 26, 27)

Depois dos estudos de Pierce e Jones (1964) (24) e Pierce (1987) (23), surgiram
os trabalhos de Palmqvist e Ayrapaa (1969) (28) e, mais recentemente, de Perpéte (2004)
(25). Estes estudos utilizaram estirpes de levedura de fermentacdo baixa, e, por isso,
merecem destaque devido as diferencas que se podem encontram entre as caracteristicas
das leveduras utilizadas. As classificagdes segundo os diferentes autores e as diferencas
caracteristicas dos ensaios encontram-se indicadas na Tabela 9, no Anexo A.1. (23-25, 28)

Aminoéacidos individuais sdo mais rapidamente metabolizados do que fontes mais
complexas de azoto, como pequenos homodipéptidos. Apenas péptidos com até cinco
residuos sdo transportados para o interior da célula. A inducgéo de proteinas transportadoras
de peéptidos é regulada positivamente pela presenca de concentracGes vestigiais de
aminodcidos: a presenca de leucina, por exemplo, favorece a entrada de péptidos no
interior da célula. (21, 23)

A explicacdo da existéncia destas classes é, segundo Regenberg e colaboradores
(1999)(29), parcialmente relacionada com a producdo de permeases de aminoacidos com
diferentes graus de especificidade para diferentes moléculas. A expressdo dos genes para

estas permeases é estimulada pela presenca dos aminoacidos que devem transportar. (29)
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Como se verifica que os diferentes aminoacidos podem ter diferentes papeis
durante a fermentacéo, incluindo efeitos antagonisticos, € um tépico de estudo relevante

conhecer a resposta da fermentacdo a perfis de aminoacidos distintos. (25)

3.1.3 Performance fermentativa e concentracéo de azoto

Um mosto bem suplementado é essencial para uma boa performance fermentativa
e para um produto de boa qualidade. Nos casos em que se verifica que o malte ndo foi bem
modificado, ou que existe alguma deficiéncia em dado micronutriente, verifica-se a
ocorréncia de stuck fermentations, ou fermentacdes paradas, que se caracterizam pela
incapacidade da levedura em prosseguir com a fermentacdo quando ainda existe uma
quantidade consideravel de nutrientes no meio. Um exemplo tipico de uma fermentacédo
parada ocorre quando o desenvolvimento celular é limitado pela auséncia de azoto,
verificando-se um declinio na performance fermentativa: células em desenvolvimento séo
capazes de fermentar aclUcares do meio a um ritmo mais elevado do que células que se
encontram em estado de manutencdo e, consequentemente, a producdo de etanol €
reduzida. (26, 30-32)

A producéo de mostos de elevada gravidade, com valores de extrato entre 15 e 20
graus Plato, tem como objectivo aumentar a produtividade de uma instalacdo, isto &,
possibilitar a producdo de um produto com maior teor alcodlico por unidade de volume
instalado. O produto fermentado, que possui uma maior concentracdo de etanol, pode
depois ser diluido de acordo com as especificagdes de extrato do produto final com
manutencdo das propriedades organoléticas. Para permitir a producdo dos mostos de
elevada gravidade séo utilizados adjuntos ricos em acucares, de que é exemplo o gritz de
milho. Estes adjuntos possuem uma baixa concentracdo de compostos azotados, 0 que 0s
torna um risco para a performance da fermentacdo. Apesar de o malte geralmente possuir
uma concentracdo de compostos azotados fermentaveis em excesso, a proporcdo da
mistura de matérias-primas utilizada deve garantir uma concentracdo adequada de azoto
fermentavel, sendo existe o risco de ocorrerem fermentacbes paradas. A manutencdo da
performance fermentativa nestas condicdes €, por isso, um importante problema industrial.
(2, 30-33)
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3.2 Métodos de deteccdo de azoto
3.2.1 Azoto aminado livre

Para a avaliacdo de um conteldo adequado em azoto de um mosto, ou de um
malte quando utilizado o processo de preparacdo da amostra adequado, a inddstria
cervejeira assumiu como padrdo uma técnica denominada azoto aminado livre, FAN (sigla
da expresséo inglesa Free Amino Nitrogen).

Por definicdo, o FAN reflete 0 azoto proveniente de aminas disponivel durante a
fermentacdo. A técnica mais comum utiliza ninidrina para promover uma reac¢ao com as
aminas primarias de péptidos e amino&cidos, no entanto, esta técnica também quantifica a
presenca de ides amdnia, sendo, por isso, possivel quantificar todo o azoto disponivel para
a célula. A ninidrina, que € um poderoso agente oxidante, tem como produto da reaccao
um composto de cor roxa denominado Roxo de Ruhemann, que, apesar da cor, € lido
espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 570 nm. (34-37)

Dado que o FAN ¢ utilizado como método de analise da presenca de azoto num
mosto, foram definidos limites minimos de concentracéo a partir dos quais se pode garantir
uma performance fermentativa adequada. Estes parametros encontram-se entre 140 mg/L e
150 mg/L para mostos de 12 °P, e 200 mg/L a 280 mg/L para mostos com valores Plato
entre 14 °P e 18 °P. (2, 21, 32, 33, 36, 38)

Alguns autores, como Lekkas (2007) (22), consideram o FAN como uma forma
relativamente grosseira de analise do conteudo em azoto fermentavel. Este método, apesar
de muito utilizado na inddstria tem algumas limitacdes, e podem ser estabelecidas relacdes
com outros métodos, tal como o Yeast Available Nitrogen utilizado na industria viti-
vinicola. (22, 36)

3.3 A producao de dicetonas vicinais
A determinacdo de dicetonas vicinais € relevante para os parametros de qualidade
do produto final. Estes compostos, analisados na forma de diacetilo e pentanodiona (2,3-
butanediona e 2,3-pentanodiona), possuem o sabor a rango, oxidacao lipidica, por vezes
descrito como manteiga. O limite de deteccdo organolética destes compostos é de cerca de
0,09 mg/L para o diacetilo e de 0,15mg/L para a pentanodiona.(7)
A produgdo dos precursores destes compostos sdo acidos a-acetohidroxidos, o a-

acetolactato e o o-acetobutirato. Estes precursores sdo sub-produtos da sintese dos
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aminoécidos essenciais valina, leucina e isoleucina por parte da célula. No decorrer da via
metabdlica, os precursores das dicetonas vicinais sdo excretados para 0 mosto, onde sofrem
uma descarboxilacdo espontanea oxidativa que da origem ao diacetilo e a pentanodiona.
Com o decorrer da fermentacdo, estes compostos sdo reabsorvidos pela célula, onde séo
reduzidos para dar origem a 2,3-butanediol e 2,3-pentanediol. A Figura 6 apresenta um
esquema do metabolismo que origina a producdo degradacdo das dicetonas vicinais e a
relacdo existente entre estes compostos e a sintese de aminoéacidos. (7)
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Figura 6 — Metabolismo de producéo e degradacéo de dicetonas vicinais. (39)

O comportamento do metabolismo das células relativamente a estes compostos
torna-os indicadores de maturacdo da cerveja, j& que uma fermentacdo s6 é dada por
terminada a partir do momento que estes compostos se encontram abaixo do limite de
deteccdo organoléptico. A Figura 7 apresenta a variacdo da concentracdo de dicetonas

vicinais no decorrer de uma fermentacéo.
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Figura 7 — Variacéo da concentracdo de dicetonas vicinais (VDK) ao longo de uma fermentagao. (7)

A producéo de dicetonas vicinais também € influenciada pelo contedo em azoto
metabolizavel de um mosto e pelo perfil de aminoacidos existente neste: verificou-se que
uma elevada concentracdo de valina e isoleucina minimizava a formagdo excessiva de a-
acetoacidos.

Em 1984, Nakatani et al. (1984a,b) (40, 41) derivaram uma relacdo entre a
concentracdo total de dicetonas vicinais formadas e a concentracdo de FAN minima

verificada durante a fermentacéo. Esta relacdo encontra-se expressa na Formula 1. (40, 41)

T — VDK, = 0.161 + 0,415
M FANp;, — 3,87

Formula 1- Relagdo entre a concentracéo de dicetonas vicinais e a concentragdo de FAN. (40, 41)

Na Férmula 6, T — VDK, representa a concentracdo total de dicetonas vicinais

formadas e FAN,,,;,, @ menor concentracdo de FAN verificada durante a fermentacao.
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4. Selecao de malte e performance fermentativa

4.1 Critérios para a selecdo de malte

A industria cervejeira trabalha em conjunto com os fornecedores de malte para
que sejam produzidos lotes de malte adequados as necessidades do fabrico de mosto e
posterior producdo de cerveja. Considerando o interesse econdmico crescente nesta
atividade foi dado um énfase cada vez maior a investigacdo dos parametros e
especificacfes que as matérias-primas precisam de cumprir. Apesar de existir uma
abundancia de parametros de selecdo, nem todos séo relevantes para uma adequada escolha
do malte a utilizar para o fabrico de mosto. A determinacdo destes pardmetros recorre a
ensaios laboratoriais de producdo para determinar as caracteristicas das matérias-primas.
(7, 42, 43)

Um parametro de especial importancia para estabelecer a qualidade do malte é o
extrato, medida de avaliacdo de material solivel fermentavel, aclcares, obtido ao produzir
0 mosto. Este parametro é dependente da atividade enzimatica do malte. (7, 42, 43)

A Figura 12, no Anexo B1 mostra uma folha real de especificacbes de malte
fornecida por uma empresa portuguesa produtora de malte. A Figura 13, que se encontra
no Anexo B2, mostra um conjunto de parametros que podem ser utilizados para a analise

de malte.

4.2 Critérios de selecdo com base em compostos azotados

O azoto é um nutriente do meio que pode influenciar de varias maneiras as
caracteristicas fisico-quimicas do produto final e o processo biotecnologico que lhe da
origem, pelo que o controlo do conteudo de compostos azotados no malte € essencial. O
azoto é relevante na estabilidade coloidal da cerveja, na estabilidade do aroma, no sabor,
na estabilidade da espuma e, evidentemente, na performance fermentativa. (7, 42, 44)

A Tabela 6 descreve alguns parametros utilizados para caracterizar os maltes

relativamente ao seu conteldo em compostos azotados.
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Tabela 6 — Elementos de analise do azoto.(2, 7, 37, 42, 45, 46) (1) Mostos com 12 °P; (2) Mostos com valores entre

14-18 °P
Parametro Importancia Valores alvo
Indicacdo do conteldo total de azoto em
Azoto total 5 ’ ,
fungdo do nimero de atomos
Permite avaliar a influéncia das
Azoto total . ) . 1
avel proteinas em parametros de estabilidade 900-1200 mg/L" (8)
soltve

coloidal, sabor e aroma

Racio entre a concentragdo de

indice de proteinas sollveis e a concentracao total de
. . _— . 36-42% (46)
Kolbach proteinas; ¢ um indicador da modificagéo

de proteinas

FAN (Free 3 ) o L
) Concentragéo de aminas primarias 140-150 mg/L" (2)
amino
_ e ides amonia 200-280 mg/L? (21)
nitrogen)

4.3 Ponto de situacéo na analise de malte em relacionamento com azoto

Apesar dos critérios existentes para a selecdo do malte, varios trabalhos
publicados mostram a relevancia que a maltagem tem no perfil de aminoacidos obtido a
partir de um determinado malte. Nie e colaboradores (2010) (13) analisaram varios maltes,
na qual se destaca o malte europeu Esterel, e diferentes processos de maltagem para
demonstrar que a obtencdo de um perfil de aminoacidos adequado a fermentacdo é um
processo que deve ser sinergistico com o processo produtivo. Esta afirmacdo €
substanciada pelo facto de a tendéncia de variacdo da concentracdo de aminoacidos ser
oscilante ao longo do processo produtivo, e variavel entre processos, como se verifica na
Figura 8. Simultaneamente foi realizada uma analise das correlacbes existentes entre 0s
critérios de selecdo de malte, verificando-se correlagdes fortes entre critérios, como
demonstrado na Tabela 7. Desta forma, ¢é estabelecida uma base para trabalho futuro acerca
da anélise de relagdes complexas entre critérios, de modo a retirar conclusdes acerca das
propriedades do malte e da capacidade de influenciar estas propriedades. (13, 33)

Agu (2003) (47) escolheu duas estirpes de cevada baseando-se no contetdo em
azoto, uma superior e uma inferior. Depois de realizar uma descricdo destas matérias-

primas procedeu a sua maltagem. O autor verificou que ocorria uma performance diferente
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durante a germinacdo e na obtencdo de extrato fermentével. Os resultados mostraram que o
conteldo em azoto da cevada em maltagem ndo s6 se encontrava ligada a producdo de
enzimas durante a maltagem como também se encontrava ligada a disponibilidade de
acUcares e azoto solivel no mosto. Verificou-se que a cevada com o maior contetdo em
azoto inicial deu origem ao maior conteddo de azoto no malte, no entanto, este malte
apresentou um menor valor de extrato. Estes resultados permitem concluir que existe
diferenca em parametros como o extrato em funcéo do contetdo em azoto. A quantificacdo
destas relacbes pode contribuir para uma melhor seleccdo dos lotes de malte e da
performance durante a producdo do mosto. A Figura 9 mostra a variacdo do contetdo em
azoto fermentavel durante a germinacao das duas cevadas, ilustrando como as duas estirpes

de cevada foram influenciadas pelo mesmo processo de maltagem. (47)

2500 : =
_ FAN FAN durante a germinacéo
D Mating program, (mg/L) 9 19%
__ 2000 B Mating program||  [200 193
® O Mating program 175
£ g programyj| 42 40
c 1500 — |150
ke 122 117
T 125 —
= 95
1000 100 88 —
Q
é > 147 18 B
500 + 50 - —
1 IRE :
0 ! 1 1 ) 0 A T T T T
Class | Class || Class ) Total amino 1 2 3 4 5
acid Tempo de germinagéo (dias) mPyffin = Chariot

Figura 8 — Efeito de diferentes processos de maltagem
no contetido de aminoacidos de um malte com origem
na variedade Copeland. (13)

Figura 9 — Variacéo do contetdo de FAN durante a
maltagem de duas estirpes de cevada, Puffin e Chariot.
Adaptado de (47)

Tabela 7 — Correlagdes existentes entre os parametros de quatro maltes de diferentes estirpes de cevada. (13)

TP SP Kl FAN TAA
TP 1.000
sP o83z 1.000
Kl 0.5304 0.9117* 1.000
FAN 0.6102 0.9411* 0.9803" 1.000
TAA 0.4003 0.8306" 0.9719* 0.9354 1.000

* TP = total protein; SP = soluble protein; KI = Kolbach index; FAN = free amino nitragen; TAA = total amino acid; = and

** = gignificant at P < 0.05 and P = 0.01 levels of probability, respectively.
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5. Parametros analiticos da industria cervejeira

5.1 Métodos analiticos disponiveis na empresa Unicer

A industria cervejeira possui convencdes que estabelecem métodos padrdo de
analise. Estes sdo comparaveis entre laboratérios de controlo de qualidade que utilizam os
mesmos sistemas, pelo que permitem trabalhar sinergisticamente para garantir a qualidade
dos produtos. Os métodos descritos por cada convencdo sdo constantemente revistos e
aprimorados. As convencgdes sdo: o Institute of Brewing, a European Brewery Convention,
a American Society of Brewing Chemists e a Mitteleuropaischen Analysen
Kommission. (7) A Unicer utiliza os métodos estabelecidos pela European Brewery
Convention descritos em Analytica — EBC (37).

5.1.1 Densidade relativa

A densidade relativa da amostra é analisada recorrendo a um aparelho que possui
um tubo em U oscilante. Este parametro indica o quociente entre a massa volumica da dgua
e a massa voliumica da amostra, neste caso a temperatura de 20°C e com unidades de
gramas por centimetro cubico. O tubo em U oscilante € o aparelho que transforma a
frequéncia de oscilagdo de um tubo de vidro em valores proporcionais a densidade da

amostra.

5.1.1 Composicao em agucares fermentaveis

Como descrito neste trabalho, 0 malte e os processos que Ihe ddo origem tém a
funcéo de fornecer substancias fermentaveis para a metabolizacdo da levedura. A inddstria
cervejeira designa por extrato a concentracdo de agucares disponiveis para a levedura num
mosto ou licor de fermentacdo. O extrato é determinado recorrendo a uma correlacdo entre
a densidade do mosto e de uma solucdo de agua contendo glucose. Esta correlacdo baseia-
se em resultados empiricos e a conversdo pode ser realizada através de uma Tabela de
Plato. A unidade sdo graus Plato (°P), que correspondem a percentagem em massa de
sacarose dissolvida na agua. As Férmulas 1, 2 e 3 correspondem aos métodos indicados em
Analytica — EBC, método 9.4. (37)
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O extrato aparente de uma amostra corresponde a aplicagdo do polinémio da
Formula 1. Este parametro ndo efectua qualquer correcdo para a existéncia de etanol na
amostra, pelo que se relaciona apenas com a densidade da mesma. (37)

Eqpp(%Plato) = —460,234 + 662,649 SG4, — 202,414 SG2,

Foérmula 1 — Calculo do extrato aparente

Neste caso, Eayp corresponde ao extrato aparente em %(m/m) da amostra e da
corresponde & densidade relativa da amostra em g/cm®a 20°C.

O extrato real é calculado segundo a Férmula 2, apds correcdo para a presenca de
etanol segundo a Formula 3, ou formula de Taberié. O residuo corresponde a componente
liquida sem etanol, por isso corresponde ao real teor de aglcares da amostra. (37)

E,.(%Plato) = —4602344—662649SGmu—202A14SG§T

Férmula 2 — Célculo do extrato real.

d, =d, —dy + 1,000

Férmula 3 — Férmula de Taberié.

Neste caso, E, corresponde ao extrato do residuo em °P, d, corresponde a
densidade do residuo, d, corresponde a densidade da amostra e dy, corresponde a densidade

da agua.

5.1.2 Determinacédo da concentracao de etanol

A concentracdo de etanol (m/m) é determinada, nas condicbes existentes na
empresa, através de um espectrofotometro NIR, near infra-red, que avalia a absorvancia da
amostra a radiacdo com o comprimento de onda entre 800 e 2500nm. E utilizada uma reta
padrdo para determinar a concentracdo de etanol no meio. E importante que as amostras
analisadas sejam desgaseificadas de forma a evitar a perda de analito por evaporacéao e a
influéncia do diéxido de carbono. (37)

A Formula 4 exibe o céalculo utilizado para estabelecer a percentagem m/m de
etanol no meio. (37)

Alcool %(V /) x 0,791
SGaq

Formula 4 — Calculo para a conversao da concentracdo de etanol de %(V/V) para %(m/m).

Alcool %(M/p) =
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Neste caso, SGg, corresponde a densidade relativa da amostra a 20°C.

5.1.3 Determinacéo do grau de atenuacao

O grau de atenuagdo € uma medida utilizada para determinar a quantidade de
extrato consumido em percentagem do total, criando uma medida do estado da
fermentacdo. Aqui é apresentado o grau real de atenuacdo, ou real degree of fermentation
(RDF). A Formula 5 indica o célculo utilizado, segundo a Analytica — EBC, método 9.5.
(37) para o calculo deste elemento. Como é possivel verificar, este pardmetro utiliza a
percentagem m/m de etanol da amostra e o extrato real da cerveja, como calculado na
Formula 2. (8, 37)

2,0665 X Alcool %(™/1m)
- 2,0665 x Alcool %(™/y) + E,(%Plato)

Formula 5 — Célculo para a determinacéo do grau real de atenuagdo em mostos em fermentacao. (37)

100

5.1.4 Determinacéo da concentracao de dicetonas vicinais

A determinacdo da concentracdo de dicetonas vicinais, diacetilo e 2,3-
pentanodiona, é realizada utilizando um cromatdgrafo de fase gasosa Varian Star 3400
com um detetor de captura de electrdes. A coluna utilizada € uma coluna de silica fundida,
60m x 0,25mm, CP-WAX57CB, espessura de 0,4um. Este método utiliza um padrdo
interno de 2,3-hexanediona. Os métodos utilizados para a realizacdo desta analise sdo 0s
indicados em Analytica — EBC, método 9.24.2. (37)
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Capitulo 2

Métodos preditivos de analise para selecéo de matérias-primas
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1. O projecto MPA — Métodos Preditivos de Analise

1.1 Efeito do perfil de aminoécidos na fermentagéo

A andlise ao fabrico de cerveja indica que o azoto existente no mosto sofre varias
modificacbes desde que se inicia 0 processamento da cevada até ao ponto em que se da a
inoculacdo do mosto. Isto mostra que existe uma influéncia continua dos processos
utilizados no fabrico do mosto na constituigdo do caldo fermentativo. (33)

O estudo da capacidade de consumo de azoto por parte das células mostrou que
estas tém preferéncia por fontes de azoto simples, como 0s aminoacidos ou
dipéptidos. (19) As implicacbes deste facto foram estudadas por vérios autores, como
Lekkas e colaboradores (2007 e 2009) (22, 48), que estudaram os efeitos da adi¢do de
aminoacidos especificos, metionina e lisina, aos meios fermentativos, comparando as
diferencas existentes entre ambas as fermentacdes e estabelecendo uma relagdo com uma
fermentagdo padrdo. Aqui verificou-se que a lisina permitia obter fermentacdes mais
rapidas, no entanto, a adicdo de metionina permitia obter concentracdes de dicetonas
vicinais inferiores no final da fermentacdo. Ao avaliar os efeitos na fermentacao da lisina e
da metionina é possivel afirmar que diferentes aminoécidos irdo influenciar de forma
distinta a fermentacdo. (22, 48)

A Tabela 8 e a Figura 10 mostram alguns resultados obtidos.

Tabela 8 — Alguns dados adaptados de Lekkas (2007) (22)
Lisina Metionina

Tempo de fermentacao (h) 48 103
Células em suspensao apos 24 horas Maior quantidade Menor quantidade

Concentracao final de diacetilo Superior Inferior
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Figura 10 — Valores de concentracdo de dicetonas vicinais e a-acetohidroxidos no fim de trés fermentacoes:
controlo, suplementada com lisina e suplementada com metionina. (22)

Analogamente aos trabalhos de Lekkas (2007 e 2009) (22, 48), os estudos de
Pierce (1964) (24) e depois prosseguidos por varios autores, ja tinham demonstrado que os
aminoacidos possuem diferentes momentos de entrada na célula, demonstrando também
que é possivel agrupar estes componentes em funcdo do seu efeito nos parametros
organolépticos. Estes estudos tiveram como base a realizacdo de fermentacGes em meios
sintéticos e em meios complexos. (24, 25, 28, 29)

Uma das causas apontadas para as diferencas na absorcdo prende-se com a
existéncia de diferentes permeases na membrana celular que, influenciadas pela presenca
ou auséncia dos aminoacidos e outras fontes de azoto, permitem a passagem de moléculas
para o interior da célula. A atividade das permeases relaciona-se diretamente com 0s
mecanismos de repressdo catabolica de azoto. (20, 29, 49)

Com os estudos de Nakatani e colaboradores (1984a,b), e com a elucidacdo do
metabolismo de producdo de isoleucina e valina, estabelece-se uma relacdo direta entre a
presenca ou auséncia de aminoacidos e um dos critérios de qualidade fundamentais de
cerveja: a concentracdo de dicetonas vicinais. (7, 40, 41)

Considerando que 0 mosto é um meio complexo, e sabendo que Varios processos
bioguimicos se encontram a ocorrer em simultdneo, conclui-se que diferentes
concentracdes dos varios aminoéacidos irdo ter diferentes efeitos no processo fermentativo.

Em funcdo do papel que cada aminoacido pode desempenhar na fermentacédo, as relacdes
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poderdo ser sinergisticas ou antagonisticas, isto €, com efeitos benéficos ou nocivos na
fermentagdo. Assim, torna-se claro que o estudo do perfil de aminoacidos no mosto ir4
permitir retirar conclusdes relevantes acerca da forma como as fermentacGes cervejeiras se
processam e de como a performance fermentativa serd afetada por variacdes de
concentracdo destes compostos. (25, 28, 29, 50)

A performance fermentativa, neste trabalho, deve ser entendida como a
capacidade de, no normal decorrer da fermentacdo, a levedura consumir a maior
quantidade possivel de extrato aparente (°P) ocorrendo a producdo da maior quantidade
possivel de etanol (%v/v). Desta forma, o principal parametro de avaliacdo da performance
fermentativa sera a atenuacdo real (%), que engloba ambos 0s parametros e que é utilizada
como indicador de performance industrial. A performance fermentativa de uma
fermentacdo é considerada aceitavel quando o valor de atenuacdo real (%) obtido é
superior a 67%. Valores finais de atenuagdo real (%) inferiores ao valor aceitavel sdo
indicativos de problemas graves ao nivel da fermentagéo, quer sejam efeito de limitagdo

nutricional, contaminacdo ou outros fatores.

1.2 Selecdo de matérias-primas

Dado que o processo cervejeiro € um processo integrado, e que modificacdes a
montante irdo ter consequéncias a jusante, € uma consequéncia deste trabalho que o estudo
do perfil de aminoacidos no mosto podera apresentar uma influéncia sobre a forma como
sdo estabelecidas as especificacfes para a escolha das matérias-primas. Esta afirmacéo é
substanciada pelo estudo de Nie (2010) (13), que mostra que diferentes maltes possuem
diferente contetdo em azoto e que este € influenciado de forma determinante pelo processo
produtivo. (13, 33, 49)

As especificacbes das matérias-primas também podem ser correlacionadas entre
si, especialmente no que toca aos parametros ligados ao azoto, e com os parametros de
performance fermentativa. Um adequado relacionamento entre todos estes parametros
permitira estabelecer métodos preditivos de analise para a escolha das matérias-primas

mais adequadas ao processo fermentativo. (13)

1.3 Objectivos

Desta forma estabelecem-se 0s principais objectivos deste trabalho:

37



1- Identificar de um perfil de aminoacidos 6timo para estimular a performance

fermentativa;
2- Estabelecer métodos preditivos de analise para a escolha de matérias-primas

Gtimas para 0 processo cervejeiro.
O sucesso em cumprir estes objectivos sera acompanhado por beneficios

econdmicos, j& que em empresas cervejeiras, que trabalham com economias de escala,

mesmo pequenas otimizacOes, de poupanca ou eficiéncia, podem ter um impacto

significativo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Producéo de mosto

2.1.1 Selecdo de matérias-primas

As matérias-primas utilizadas para a produgdo de mosto foram seleccionadas a

partir de um lote de malte utilizado para a producéo industrial de mosto. Cada lote de malte

utilizado industrialmente é composto por sub-lotes, que sdo analisados individualmente.

Estes sub-lotes de malte podem ser, ou ndo, da mesma estirpe de cevada.

Para a elaboragéo deste trabalho foram utilizados individualmente os sub-lotes de

malte de um lote industrial. As analises realizadas pelo fornecedor e a informacéo do lote

industrial sdo apresentadas na Figura 30 do Anexo B.1.. A informacdo relativa a cevada

utilizada para a producdo do malte do lote industrial encontra-se na Tabela 9. O lote

Composto utilizado neste trabalho consiste na mistura dos sub-lotes industriais de acordo

com a percentagem utilizada no lote industrial.

Tabela 9 — Informagao do malte utilizado para a produgdo de mosto para este trabalho.

N°  Cevada Tipo Plantacao Composicéo

1 Pewter Distica  Primavera

2 Braemar  Distica  Primavera

3 Esterel  Hexastica Inverno

4 Prestige Distica  Primavera

5 Composto 45% Pewter, 15% Prestige,

15% Braemar, 20% Esterel

2.1.2 Fabrico de mosto

A producdo do mosto utilizado neste trabalho ocorreu na instalacdo piloto da

empresa UNICER. Todos os mostos foram produzidos nas mesmas condicdes e nas

mesmas instalacfes. O diagrama de producdo utilizado consiste num diagrama standard

utilizado na instalacéo piloto. O objectivo de extrato aparente do mosto foi de 16 °P, tendo
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sido utilizadas como matérias-primas: gritz de milho, xarope de glucose e cevada. Foi
utilizado o mesmo lote de cada matéria-prima, e na mesma propor¢do, em todos 0s mostos
produzidos de forma a garantir que a variabilidade existente seria proveniente apenas do
lote de malte. A adicdo de extrato de lUpulo durante a fase de ebulicdo de cada mosto
permitiu atingir 40 unidades de amargor em unidades da European Brewery Convention
(EBC) no mosto frio.

No final da fase de producdo foram retirados volumes de 200 litros de cada mosto
e conservados a temperaturas de -20°C.

Na realizagdo deste trabalho foi ainda utilizado um mosto teste, recolhido na

UNICER com as mesmas caracteristicas dos mostos produzidos na instalacéo piloto.

2.2 Fermentacodes

2.2.1 Condicdes de fermentagio

As fermentagcdes executadas neste trabalho foram realizadas em reatores
cilindricos com um volume atil de 2 litros denominados tubos EBC. A amostragem €
realizada através de pontos de recolha que se encontram a uma altura de % do reator. A
manutencdo das condi¢Oes anaerdbicas no interior dos reatores é garantida através de
tampas de silicone adaptadas. Estas possuem pecas de vidro em formato de u com uma
coluna de agua no seu interior, 0 que permite a saida de dioxido de carbono e impede a
entrada de ar. A temperatura de fermentacdo foi mantida constante a 12°C através de
camisas de arrefecimento presentes nos tubos. De forma a recircular a &gua nas camisas de
arrefecimento, e a garantir a temperatura das fermentacdes, foi utilizado um circulador
FPW50-HE da Julabo, Seelbach, Alemanha. A oxigenacdo do mosto foi realizada
recorrendo a ar comprimido esterilizado através da passagem por um filtro estéril. O mosto
foi oxigenado inserindo o ar comprimido pela parte inferior dos tubos durante um periodo
de 3 horas.

A inoculacdo foi realizada com um alvo de 16 milhGes de células/mL. A levedura
utilizada consistiu numa estirpe industrial de Saccharomyces pastorianus, mantida em
meio solido a 4°C em frascos de cultura. A preparacdo do indculo consistiu na passagem da
levedura dos frascos de cultura em meio sélido para erlenmeyers de 250 mL com 100 mL

de mosto autoclavado. Apoés 4 dias, a totalidade dos 100 mL inoculados séo transferidos
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para erlenmeyers de 2,5 L, com 1,5 L de mosto autoclavado. Ao fim de 7 dias a levedura
existente nos erlenmeyers de 2,5 L é transferida para um Unico recipiente e, depois de
homogeneizada, é determinada a concentracdo de células da pasta de levedura e o indculo

pesado em conformidade com o alvo.

Saida do liquido

de arrefecimento

‘ Protecgio exterior ‘

Camisa de

arrefecimento

Ponto de

amostragem

Entrada do liquido
%

de arrefecimento —q a
L/
Viélvula inferior y

Figura 11 — Esquema de um reator EBC. Adaptado de (51)

llustracdo 2 — Reatores EBC utilizados neste
trabalho

2.3 Metodos analiticos

Todas as andlises realizadas para a elaboracdo deste trabalho foram realizadas no
Laboratorio Central da UNICER. As medicdes de gravidade (°P) de cerveja e mosto, etanol
(%v/v), pH, atenuacéo real (%) e cor (EBC) foram obtidas com recurso a um equipamento
Alcolyzer Plus, Beer Analyzing System da Anton Paar, Austria. A medicdo da
concentracdo de compostos organoleticamente ativos foi realizada através de um
cromatografo de fase gasosa Varian Star 3400, segundo 0s métodos recomendados em
Analytica — EBC, método 9.24.2 para analise de dicetonas vicinais, e método 9.39 para
alcoois superiores e ésteres. (37) Antes da realizacdo destas analises a biomassa foi
removida das amostras através da filtracdo com um filtro Whatman 2V de 0,45um. Um
ajudante de filtracdo, terra de diatomaceas, foi utilizado na remogdo de biomassa para

andlises realizadas no Alcolyzer Plus.
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A determinacdo do extrato aparente limite (°P) e da atenuacéo real limite (%) dos
mostos analisados foram realizados laboratorialmente de forma a obter uma medida
preditiva da performance segundo as indicacdes da Analytica — EBC, método 8.6.1. (37)

A anélise de FAN (mg/L) foi realizada através de um equipamento Skalar Beer &
Malt Analyser, Skalar Analytical B.V., Holanda. As amostras para analise de FAN (mg/L)
foram centrifugadas a 1650 g durante 15 minutos. A determinacdo da concentracdo de
aminodcidos e ides foi comissionada a um laboratério acreditado do grupo Carlsberg em
Estrasburgo, Franca.

A determinacdo de biomassa através de contagem de células foi realizada através
de contagem através de um Z1 Coulter Counter, Single Threshold Analyser, Beckman
Coulter, E.U.A.. A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada através do método do azul
de metileno com visualizagdo ao microscopio.

A anélise de correlagdes foi realizada com recurso a determinacdo do coeficiente
de produto momento de Pearson (r), e a significancia estatistica foi determinada com
recurso ao teste t de Student. Para a elaboracdo destes estudos foi utilizado o programa
IBM® SPSS® Statistics versdo 20.0.0.
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3. Resultados e discussao

3.1 Mostos produzidos
Os mostos produzidos foram exaustivamente analisados segundo os métodos
analiticos descritos. A Tabela 10 apresenta os resultados das analises realizadas aos mostos
obtidos.

Tabela 10 - Principais caracteristicas dos mostos produzidos. Os resultados de FAN (mg/L) do mosto foram
obtidos com uma taxa de recuperacdo de 93%.

Caracteristica | Unidade | Pewter | Prestige | Braemar | Esterel | Composto Teste
UG %P | 1578 | 1593 | 1583 | 1504 | 1511 15,74
aparente (°P)
pH 4,89 4,86 5,13 5,02 4,97 5,05
Coloracéo EBC 7,6 6,3 10,5 1,7 7,1 12,9
Amargor UA 38 36 39 39 36 40
Extrato
Aparente %(p/v) 2 2,64 2,56 1,99 2,02 2,09
Limite
Atenuagdo % 713 | 684 687 | 709 70,8 70,9
Real Limite
FAN Malte
(mosto mg/100g | 136 112 153 139 136 135
laboratorial)
FAN Mosto mg/l 195 165 236 191 186 245

A analise da Tabela 10 mostra que todos 0s mostos em analise apresentam um
valor de extrato entre 0s 15 °P e 0s 16 °P, o que indica que os fabricos de mosto foram bem
sucedidos em atingir a especificacdo de extrato. Verifica-se que os valores de FAN
(mg/L), com uma meédia de 195 mg/L, e com um desvio padrdo de 23 mg/L sdo um fator
que apresenta variabilidade. Os valores de FAN (mg/L) apresentados nos mostos mono-
malticos e no mosto Composto apresentam-se ligeiramente abaixo do estabelecido na
literatura como concentracdo ideal de FAN (mg/L) para mostos de extrato superior a 14 °P.
O valor ideal seria uma concentracdo superior a 200 mg/L. (2, 21, 32, 33)

A Tabela 11 apresenta os valores de concentracdo de aminoacidos verificados

para cada um dos mostos.
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Tabela 11 — Concentracéo de aminoécidos dos mostos utilizados neste trabalho. A diviséo por classes foi realizada
segundo a classificagdo de Jones e Pierce (1967) (24)

Amino&cido | Classe | Uni. | Braemar | Pewter | Composto | Esterel | Prestige
Arginina A mg/l 140 129 122 139 118
Aspartato A mg/I 89 89 81 80 84
Glutamato A mg/I 80 85 71 68 68
Lisina A mg/I 97 92 87 93 82
Serina A mg/I 93 72 68 71 63
Treonina A mg/I 80 68 62 65 58
Histidina B mg/I 56 47 46 49 43
Isoleucina B mg/l 83 67 63 65 55
Leucina B mg/I 161 128 126 137 105
Metionina B mg/l 40 34 33 35 29
Valina B mg/l 149 121 111 118 98
Alanina C mg/l 108 88 84 88 86
Fenilalanina| C mg/l 153 119 116 131 97
Glicina C mg/I 49 41 35 37 39
Tirosina C mg/l 112 88 87 99 76
AA Totais Classe A | mgl/l 579 535 491 516 473
AA Totais Classe B mg/| 489 397 379 404 330
AA Totais Classe C mg/| 422 336 322 355 298
Total mg/I 1491 1266 1192 1275 1105

A Tabela 12, que indica a concentracdo de ifes e acido oxalico nos mostos
produzidos na instalacdo piloto, permite analisar a influéncia que estes podem ter na
fermentacdo e no produto final. Estes iGes provém das matérias-primas de origem vegetal
e da agua utilizada no fabrico do mosto. A presenca de iGes no mosto é dependente de
varios fatores que podem influenciar a sua biodisponibilidade: a conjugacdo de espécies
ibnicas no mosto, a presenca de varias espécies do mesmo elemento, a presenca de
elementos quelantes e as condi¢des utilizadas para produzir o mosto. (52-54)

Dos ibes analisados, os ides potassio, magnésio, zinco e célcio sdo os mais
importantes relativamente a nutri¢do ionica da levedura. (10, 53, 54)

O magnésio atua principalmente no meio intracelular, onde € necessario na
atividade de mais de 300 enzimas. Este ido desempenha funcdes ao nivel da estabilizacao
dos &cidos nucleios e ribossomas além de possuir um papel central no controlo do ciclo
celular. O limite de concentracdo minimo é de 43 mg/L, verificando-se a presenca em

concentracdo adequada deste ido nos mostos em analise. (10, 53, 55)
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Tabela 12 — Resultado da anélise dos mostos produzidos na instalacéo piloto relativamente & presenca de ides e

acido oxalico.
140 Uni. | Braemar | Pewter | Composto | Esterel | Prestige
Célcio (Ca™) mg/l | 27,69 | 49,27 35,37 2391 | 48,46
Magnésio (Mg”") mg/l | 94,5 87,4 82,5 85,1 83,3
Sodio (Na®) mg/l | 1045 73,7 104,0 84,1 92,0
Potassio (K") mg/I 701 678 608 555 635
Cloreto (CI) mg/l 319 408,4 366,5 307,6 | 393,22
Sulfato (SO4*) mg/l | 16,7 100,8 99,1 90,1 88,1
Nitrato (NO3) mg/l | 4,20 9,30 6,60 5,90 9,40
Ac. oxalico livre (H,C,0,) | mg/l | 36,2 19,7 18,5 31,0 19,1
Cobre (Cu™) ug/l | 115,0 83,0 78,0 73,0 89,0
Ferro (Fe™) g/l 243 191 198 167 147
Zinco (Zn*%) ug/l 590 440 450 790 550

O zinco, tal como o magnésio, encontra-se presente em mais de 300 enzimas,
entre as quais se destaca a etanol desidrogenase. Proteinas com “dedos de zinco” possuem
atividade na regulacdo da expressao genética e na protec¢do do material genético de danos
oxidativos, verificando-se influéncia na fluidez da membrana e no complexo de Golgi.
Baixos niveis de zinco tém como consequéncia a diminuicdo do metabolismo celular e a
diminuicdo da sintese proteica, podendo até originar a ocorréncia de uma fermentacao
parada. A concentracdo minima descrita na literatura, o ponto em que a performance
fermentativa é afetada pelo défice deste elemento, encontra-se nas 100 pg/L. Assim,
conclui-se que ndo existe défice nutricional de zinco nos mostos em analise. (7, 53, 56-58)

O potassio, também ele utilizado como cofator enzimatico, encontra-se em
enzimas relacionadas com a sintese proteica, e 0 metabolismo de hidratos de carbono. Este
elemento é ativo nos processos de obtencdo de fosforo por parte das células. Segundo os
estudos de Jones e colaboradores (1984) (59), o potéssio deve encontrar-se numa
concentracdo minima de 78 mg/L para garantir uma performance fermentativa adequada,
concentracdo que é largamente ultrapassada nos mostos em analise. (55, 59)

O célcio € um dos ides de maior relevancia na industria cerveira. No fabrico de
mosto, a presenca deste ido permite favorecer a atividade enzimatica. Durante 0 processo

fermentativo, o célcio é um elemento interveninente no processo de floculacdo ao
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estabilizar os centros de ligacdo entre lectinas e hidratos de carbono da membrana. A
influéncia deste ido em etapas pos-fermentagdo, deve-se a reac¢do entre este catido e 0 ido
oxalato. O célcio possui a concentracdo minima aceitdvel em cerca de 15 mg/L. Desta
forma, verifica-se a presenca deste elemento em concentracdo adequada nos mostos em
analise. (7, 10, 52, 53)

A anélise de outros ides, além do controlo do equilibrio i6nico adequado no meio
fermentativo, tém o objectivo de avaliar o impacto da concentracdo nas propriedades
organoléticas, podendo variar as especificacfes entre cervejas diferentes. Os ies cloreto,
sulfato e sddio conferem a cerveja um sabor salgado/amargo, além da possivel utilizacdo
do enxofre para a producdo de compostos indesejaveis. A concentracdo maxima do ido
cloreto no meio de cultura é de cerca de 150 mg/L, verificando-se valores elevados em
todos os mostos analisados. A concentracdo de sulfato deve encontrar-se entre 10 e
250 mg/L e a concentracdo do ido sédio deve encontrar-se abaixo de 150 mg/L, critérios
cumpridos pelos mostos do teste. (7, 8)

O 1o nitrato, ao ser reduzido a nitrito por leveduras contaminantes, pode originar
a producdo de compostos toxicos. Este ido apresenta também um efeito inibitorio no
desenvolvimento da levedura. A concentracdo maxima no meio de cultura € comum a
ambos os efeitos, e ndo deve ser superior a 50 mg/L, parametro que é cumprido neste
trabalho. (8, 52)

A presenca de ferro, nos seus varios estados de oxidacdo, afeta o normal
desenvolvimento da levedura e origina a formacdo de sabores inadequados ao paladar do
produto final quando encontrado em concentracGes superiores a 1 mg/L. Como é possivel
verificar, 0s mostos analisados apresentam concentracGes deste elemento na ordem das
0,2 mg/L, pelo que é possivel afirmar que o ferro ndo afeta negativamente o processo
fermentativo nem a qualidade do produto final. (8, 52)

O ido cobre, tradicional causador de problemas durante a fermentacdo devido a
utilizacdo de tubagens e equipamentos de cobre, que promoviam a migracdo deste
elemento para o meio fermentativo, causa sérios problemas a performance fermentativa.
Este elemento é mutagénico e toxico para a levedura, além de poder causar instabilidade
organolética e causar turvacdo. O mosto ndo deve conter mais de 100 pg/L de forma a
manter os critérios de qualidade, no entanto verifica-se que o efeito inibidor na levedura se

verifica a partir de 10 mg/L. As concentracfes deste ido evidenciadas nos mostos ndo se
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encontram em concentracdo suficiente para causar repercussdes na performance
fermentativa. (8, 52)

O 4cido oxalico é proveniente do malte e dos adjuntos utilizados para a produgédo
da cerveja. Este &cido dicarboxilico tem uma elevada afinidade para ides célcio, originando
a formagé&o de precipitados que tém o potencial de causar elevada turvagéo no produto final
e uma formacdo indesejada de espuma. Assim, deve econtrar-se no produto final em
concentracdes inferiores a 15 mg/L, verificando-se que 0s mostos produzidos tém o
potencial de desenvolver turbidez elevada, ja que apresentam elevadas concentracfes deste
acido. (7, 8, 52, 60, 61)

A Tabela 13 mostra a relacdo existente entre a analise das matérias primas e o

resultado das analises aos mostos, exceto o0 mosto teste.

Tabela 13 — Coeficiente de produto momento de Pearson (r), existente entre analises realizadas as matérias-primas
e as analises realizadas aos mostos obtidos. * e ** indicam significancia a um nivel de probabilidade de P<0,05 e
P<0,01, respetivamente.

FAN FAN AA Proteina | Proteina | indice
Malte Mosto Totais soluvel total de
(mg/100g) | (mg/L) | (mg/L) (%) (%) Kolbach
FAN Malte 1,00
(mg/100g)
FAN Mosto 0,92* 1,00
(mg/L)
AA Totais 0,91* 0,99** 1,00
(mg/L)
Proteina 0,98** 0,94* 0,94* 1,00
soluvel (%)
Proteina total 0,77 0,86 0,87 0,87 1,00
(%)
indice de 0,50 0,24 0,22 0,34 -0,18 1,00
Kolbach

A andlise da Tabela 13 mostra as correlacBes existentes entre parametros
analisados nas matérias-primas e no mosto. Os resultados obtidos neste sdo semelhantes
aos obtidos no estudo de Nie (2010) (13).

Como ¢é possivel verificar, o FAN do malte (mg/100g), apresenta correlacGes
superiores a 0,90 com trés parametros: a percentagem de proteina sollvel, a concentracado
de aminoacidos total (mg/L) e a concentracdo de FAN do mosto (mg/L). A relacdo com a
percentagem de proteina soluvel apresenta um p-value <0,01, enquanto as duas restantes

relacBes apresentam um p-value <0,05.
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A relacdo entre o FAN do mosto (mg/L) e o FAN do malte (mg/100g) mostra que,
apesar de a variabilidade consequente da produgdo do mosto, a producdo de congress
mash, ou mosto laboratorial, permite obter uma correlagdo elevada e estatisticamente
significativa (p-value <0,05) entre ambos os liquidos. Este facto indica que a utilizagdo do
FAN (mg/L) para andlise das matérias-primas é adequada como método de previsdo
aproximado da concentracdo de azoto fermentavel no mosto.

A proteina soltvel, por sua vez, apresenta correlagdes superiores a 0,90, com p-
value <0,05 com 0 FAN do mosto e os aminoacidos totais. Esta correlacdo é previsivel, ja
que os elementos analisados pelo método da ninidrina, aminoacidos e pequenos péptidos,
correspondem a componente proteica sollvel das matérias-primas apds a etapa de
protedlise durante a producdo de mosto. Neste caso verificou-se que os maltes com maior
percentagem de proteina soluvel também apresentaram uma maior concentracdo de FAN
(mg/L). (8, 62)

A correlagdo mais elevada existente da Tabela 13 ocorre entre a concentragdo de
aminodcidos total (mg/L) e o FAN do mosto (mg/L), verificando-se elevada significancia
estatistica (p-value <0,01). Dadas as caracteristicas do método de analise utilizado e os
aminodacidos analisados neste teste é possivel afirmar que o método de analise de FAN

utilizado é adequado para a avaliacdo da presenca de compostos azotados no mosto.

3.2 Fermentacdes EBC
Os seis mostos em analise foram fermentados em duas séries, isto é, em
duplicado. As Figuras 12 a 18 mostram os principais resultados, e os Anexos C2 a C7

apresentam os resultados individuais de cada fermentagéo.
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Ea (°P) Concentracao extrato aparente

16,00
15,00 \ —o— Pewter
14,00 ‘ —m— Esterel
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12,00
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9,00 Teste
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Figura 12 — Variagdo da concentragdo de extrato aparente (°P) nas 6 fermentacoes realizadas

Ea (°P) Concentracdo extrato aparente

4,50
—eo— Pewter —— Esterel
—a— Composto —{— Braemar
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Figura 13 - Pormenor da variac¢do da concentragdo de extrato aparente (°P) no final das fermentacdes

A andlise da Figura 12 mostra que em todas as fermentac¢6es ocorreu consumo de
extrato. As fermentacOes foram terminadas no dia 20, momento em que foi verificado um
consumo de extrato inferior a 0,2 °P/dia e, portanto, foi atingido o extrato minimo.

Verifica-se que todas as fermentagbes atingiram um valor de extrato final inferior a
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3,25 °P. No entanto, a Figura 13 permite verificar que a menor concentragao de extrato foi
atingida na fermentacdo Pewter, seguida pelas fermentagdes Composto, Esterel, Teste,
Braemar e, por fim, Prestige.

Etanol (%v/V) Concentracéo etanol (%ov/v)

7,0
6,5
6,0
55
5,0
45
4,0 ,
35 ; —e— Pewter

gg —m— Esterel
20 & —a— Composto

15 ; I —— Braemar
1,0 ﬂ "

*— Prestige
0,5 M_/Z( Teste
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480
Tempo (h)

Figura 14 — Variagdo da concentragéo de etanol nas 6 fermentacdes realizadas

Etanol (%v/v) Concentracao etanol (%ov/v))
7,25
T
7,00
6,75
6,50
6,25
6,00 T i_| T T T T T T T T T T T T T T 1
288 300 312 324 336 348 360 372 384 396 408 420 432 444 456 468 480
Tempo (h)
—eo—Pewter  —m—Esterel —a—Composto —O—Braemar  —¥—Prestige Teste

Figura 15 - Pormenor da variacdo da concentragdo de etanol (%6v/v) no final das fermentacdes

A analise da Figura 14 mostra que a concentragdo maxima de etanol (%v/v) foi

atingida no ultimo dia de fermentagdo. Os dados apresentados na Figura 15 mostram que a

50




fermentacdo codificada Teste atingiu a maior concentragdo de etanol, seguida pela

fermentacdo Pewter, Braemar, Prestige, Composto e Esterel, respetivamente.

RDF (%)

Variacado atenuacao real (%)

70,00
65,00

60,00

55,00
50,00

45,00
40,00
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30,00

y/ —o— Pewter

—m— Esterel

25,00

—a— Composto

20,00 {

—{1— Braemar

15,00 /
10,00 y|

*— Prestige

Teste

5,00 —//K(
0,00 bf————
0 24 48

72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480
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Figura 16 — Variagdo da atenuacéo real (%) nas 6 fermentaces realizadas
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69,00
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288
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312 336 360 384 408 432 456 480
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—m—Esterel —a—Composto —O—Braemar —¥—Prestige Teste

Figura 17 — Pormenor da variagdo da atenuagao real (%) no final das fermentacoes

A andlise das Figuras 16 e 17 mostra que a atenuacdo real (%), que é um

parametro calculado a partir da concentracdo de extrato (°P) e da concentracdo de etanol

(%v/v), atinge o limite maximo as 472 horas, o final da fermentacdo. Verifica-se que a
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fermentacdo Pewter atingiu o maior valor de atenuacdo, seguida da fermentacdo Teste,
Composto, Esterel, Braemar e Prestige respetivamente.
A Figura 18 mostra como variou a biomassa ao longo da segunda série de

fermentacdes.

4'\209'/”“- Variacao da concentracdo de biomassa

/0\ A —o— Pewter Esterel

38 A

,{‘\\‘ —4—Composto  —— Braemar

34 W \y'» —¥— Prestige Teste

30 ; \
/i

26 r

\
- N

7 e

14 -

10 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480

Tempo (h)

Figura 18 - Variagao da concentracdo de biomassa (milhdes de células/mL) da 22 série de fermentagdes, avaliada
recorrendo a um Coulter Counter.

A analise da variagdo da biomassa permite diferenciar as fases de
desenvolvimento da fermentacdo, que se encontram descritas na Tabela 14, e identificar o

desenvolvimento de biomassa durante a fase exponencial, na Tabela 15.

Tabela 14 — Resultado da anélise de resultados para Tabela 15 — Dados de desenvolvimento da biomassa na

determinar as fases de desenvolvimento das fase exponencial, verificados na série 2, obtidos a partir
fermentacdes realizadas, do tratamento de dados da variacao da biomassa
Hmax(h™) r
deserllz\?g Iev?r?]ento Intervalo Pewter 1,38x107 0,94
Esterel | 1,39x10° | 0,99
Fase lag (horas) [0;25,5] Composto | 1,43x10% | 0,98
- Braemar | 1,46 x10° | 0,92
Fase exponencial 125,5:67.5[ . -
(horas) Prestige 1,50 x10 0,97
= 2
Fase de desaceleracao 167,5:76] Teste 1,38 x10 0,95
(horas)
Fase lag (horas) 176;472,5[
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O estudo dos dados apresentados na Figura 18 mostra que as fermentagdes
apresentam fases de desenvolvimento que podem ser associadas a informagdo apresentada
na Tabela 14. A fase exponencial, que ocorre entre as 25,5 horas e as 67,5 horas indica que
este € o intervalo de tempo onde ocorre o desenvolvimento mais intenso. A Tabela 15, que
mostra a taxa de crescimento maxima de biomassa mostra que a fermentacdo Prestige é a
que apresenta o maior desenvolvimento durante a fase exponencial, enquanto a
fermentacdo Pewter se mostrou como a que sofre menor desenvolvimento, a par com a

fermentacdo Teste.

Tabela 16 — Percentagem final de
viabilidade celular

Celulas Viabilidade celular (%)
E'S'(‘)"'a"e's (%) Mosto | Células inviaveis (%)
55
50 Pewter 4243
45 | 1
40 é‘"ﬁ, Esterel 34+8
35 > |
30 T / / Composto 40+3

= :

25
20 * Braemar 3915
15 T T T T T T T 1

288 312 336 360 384 408 432 456 480 Prestige 41+6

Tempo (h)
—eo— Pewter Esterel —a— Composto
—— Braemar —x— Prestige Teste Teste 53+7

Figura 19 — Variagdo da percentagem de viabilidade celular, através da

representacdo da percentagem de células invidveis, durante as ultimas
167,5 horas de fermentacao, aproximadamente 7 dias.

A viabilidade celular é uma indicacdo da capacidade das células em resistir as
condicdes de stress presentes no final da fermentacdo. A Figura 19 mostra um aumento da
percentagem de células inviaveis ao longo das ultimas 167,5 horas de fermentacdo. Esta
evolucao é explicada pelo aumento da concentracdo de etanol (%v/v) e devido a exaustdo
nutricional do meio fermentacéo. (8, 31, 63)

A Tabela 16 indica, pormenorizadamente, a percentagem de células inviaveis
obtida no final das fermentacfes. Destaca-se a elevada percentagem de células inviaveis
verificada na fermentacdo Teste, 53%, ao contrario da fermentacdo Esterel, que possui a

menor percentagem de células inviaveis, 34%. As restantes fermentacdes apresentam
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valores de células inviaveis proximo de 40%. Na Tabela 17, que apresenta os resultados

finais das fermentacdes realizadas, é possivel verificar que a fermentacdo Esterel possui

uma concentracdo extrato final inferior a verificada na fermentagdo Teste. No entanto, a

fermentacdo Teste apresenta a maior concentracdo de etanol (%v/v) do teste, 0 que pode

indicar que este pardmetro é mais influente na viabilidade celular no fim da fermentacéo.

(38, 64-66)

Tabela 17 — Resultados finais das fermentaces realizadas. A determinag@o de FAN foi realizada com 91% de taxa

de recuperacao.

Pewter Esterel Composto | Braemar Prestige Teste
Extrato

2,62+0,10 | 2,89+0,35 | 2,74+0,07 | 3,15+0,01 | 3,24+0,01 | 2,90+0,05
Final (°P)
Etanol

7,22+0,04 | 6,66+0,19 | 6,82+0,04 | 7,06+0,01 | 6,99+0,03 | 7,25+0,02
CA)
Etanol
%VIv)/
(eviv) 5,49 x10* | 548 x10™ | 551x10” | 557 x10® | 551 x10® | 5,65 x10™
Extrato
(°P)
Diacetilo

5,0+1,3 7,0£1,9 5,640,1 7,315 6,4+0,7 7,1£0,2
(100*mg/L)
Atenuacéo

69,37+0,48 | 67,25+1,82 | 68,20+0,35 | 66,92+0,19 | 66,44+0,01 | 68,27+0,18
real (%)
FAN final

99+10 10442 103+1 15349 78+0 167+3
(mg/L)
FAN
consumido 95 87 83 83 87 78
(mg/L)
FAN
restante 51% 54% 55% 65% 47% 68%
(%)
pmax (N | 1,38x10% | 1,39 x10% | 1,43x10% | 1,46 x10® | 1,50 x10% | 1,38 x10™*

A andlise da Tabela 17, graficamente representada nas Figuras 20 e 21 mostra que

a fermentacdo onde ocorreu o maior consumo de FAN (mg/L), a fermentacdo do mosto
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Pewter, foi também aquela que atingiu o valor mais elevado de atenuacdo real (%) e o
menor valor de extrato aparente (°P) considerando todos 0s mostos, e a maior concentragao
de etanol (%v/v) de entre os mostos, exceto o Teste. O mosto Braemar e 0 mosto Teste,
apesar de serem 0s mostos com maior concentragcdo de FAN (mg/L) ndo apresentam uma
performance superior ao mosto Pewter. Isto indica que existem fatores adicionais a
influenciar a performance fermentativa além da concentracdo de FAN (mg/L).

A fermentacdo Prestige apresentou o valor mais elevado de extrato aparente final
(°P) e 0 menor valor de atenuacdo real (%). Apesar de ndo ter sido a fermentacdo com
menor teor de etanol (%v/v) considera-se que esta foi a fermentacdo com pior performance
do teste, em contraste com a fermentacéo Pewter.

A concentragdo de FAN (mg/L) no final do processo fermentativo é de cerca de
metade do valor inicial em todos os mostos do teste. Desta forma é possivel afirmar que
ndo ocorreu défice nutritivo de azoto que pudesse influenciar a performance em nenhuma
das fermentacOes realizadas, isto &, apesar da variacdo de performance, nenhuma das

fermentacdes se mostra como uma fermentacdo parada.

Unidade  Par@metros Finais Unidade Parametros Finais
9.0 Pewter = Esterel m Composto ®Braemar = Prestige * Teste 85188 Pewter
85 T 71 93,00 | mEsterel
8,0 91,00 -~wcomposto
75 89,00 "%
70 = - I— 87,00 - | | rapr.nar
I ] | 185,00 +—Prestige—— 1 ——  ——

62 T 83,00 —
6,0 — 1 18100 Teste
55 — — '
5'0 . - 79,00 — |
45 | | |77,00 —
40 | | 75,00 —
35 & | {73,00 —

) - - 71,00 ]
38 3 li = - | [69.00 +—Z I = -

=T [ [ | 167,00 +— — —
2,0 T T _ : 65,00 i_ :

Extrato  Etanol (%v/v)  Diacetilo Atenuacdo aparente  FAN consumido
aparente Final (100*mg/L) (%) (mg/L)
(°P)
Figura 20 — Representacéo gréafica dos resultados finais  Figura 21 - Representacao gréafica dos resultados finais
das fermentacdes realizadas das fermentacdes realizadas

O mosto Composto é uma mistura dos quatro maltes diferentes analisados
individualmente neste trabalho. Como foi possivel verificar, esta fermentacdo ndo se
encontra nos extremos de performance, isto é, ndo foi a fermentacdo que evidenciou a pior
performance (fermentacdo Prestige), nem foi a melhor (fermentacdo Pewter). Esta

fermentacdo apresentou o segundo melhor valor de atenuacdo real (%), o que é conivente
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com a percentagem de 45% de malte Pewter utilizado para a produgéo deste mosto. Este
facto demonstra como a mistura de lotes de matérias-primas influencia, neste caso
positivamente, a performance fermentativa dos mostos produzidos.

A realizacdo de testes com variagdo das percentagens de mistura em novos mostos
permitiria quantificar as alteraces provocadas na performance de fermentacdo em funcao
das percentagens utilizadas.

O mosto Teste e 0 mosto Composto apresentam um valor de atenuacdo real (%)
muito proximo, o que demonstra a existéncia de semelhancas entre dois mostos com
misturas de matérias-primas de aplicacdo industrial. Apesar da semelhanca na atenuacéo
real (%), o mosto Composto fermentou uma maior quantidade de extrato do meio,

enquanto 0 mosto Teste produziu uma maior quantidade de etanol.

3.3 Anélise de perfil de aminoacidos
Os resultados apresentados na Tabela 11  permitem avaliar o perfil de
aminoacidos dos mostos em analise na sua globalidade, como se encontra graficamente na

Figura 22.

Concentragio Perfil global de aminoéacidos CO"(‘;?]"}E’;‘@&O
goo(M9/L) 9180
700 160
Concentracéo (mg/L)
600 1 & Média (mg/L) 140
500 120
372 367
400 333 333 100
300 80
200 - 60
100 40
0 - 20
\)@’
Aminoacido

Figura 22 — Perfil global de aminodacidos. A série concentracgdo representa o somatorio das concentracdes de
aminoacidos nos 5 mostos ndo industriais em andlise, enquanto a série média representa a média das
concentragdes de cada aminoacido.

A analise da Figura 22 permite verificar, por exemplo, que os aminoacidos mais

abundantes nas matérias-primas sdo a leucina, a arginina e a fenilalanina, enquanto os
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menos abundantes sdo a histidina, a glicina e a metionina. A série Média (mg/L) é
apresentada com os respetivos desvios padréo, o que mostra a existéncia de variabilidade
nas concentragcdes de aminoécidos (mg/L) entre os mostos analisados.

A Figura 23 mostra os aminodcidos analisados distribuidos segundo as classes
indicadas por Jones e Pierce (1964). (24)

[Aminogcidos] (Mg/L)  Concentragdo das classes de aminoécidos [Aminoécidos]
650 80%
600 .
550 70%
500 60% . Braemar
450
400 50% . pewter
350
40%
300 = Composto
250 30% |
m Estere
200
20%
150 ° # Prestige
100 10%
50
0 0%

AA Totais Classe A AA Totais Classe B AA Totais Classe C

Figura 23 — Distribui¢do da concentracio de aminoéacidos pelas diferentes classes de aminoacidos segundo a
classificacdo de Jones e Pierce (1964) (24) em termos absolutos e em percentagem da concentragéo total.

Como ¢ possivel verificar na Figura 23, a classe mais representada em todos o0s
mostos € a classe A, seguida pela classe B e C, respetivamente. Em termos absolutos
verifica-se que o mosto Braemar é aquele que apresenta a maior concentracdo de
aminodacidos da classe A, no entanto, em percentagem do total, € aquele que apresenta a
menor percentagem de aminoacidos da classe A e maior percentagem de aminoacidos de
classe B e C. Este resultado mostra que o perfil de aminoacidos de um mosto pode ser
distinto do resultado de concentracao absoluta.

A Tabela 18 apresenta os resultados do coeficiente de produto momento de
Pearson entre os resultados finais de fermentacéo, enquanto a Tabela 19 apresenta a mesma
relacdo entre os resultados finais de fermentacdo e a concentracdo de aminoacidos. O
coeficiente de produto momento de Pearson (r) indica a existéncia de relacBes lineares,
positivas ou negativas, entre dois pardmetros em que um € independente e 0 outro

dependente. Um valor de Pearson igual a 0 indica que ndo existe correlacdo linear,
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enquanto valores de -1 e 1 indicam a existéncia de correlagdo com declive negativo e

positivo, respetivamente.

Tabela 18 — Calculo do coeficiente de produto momento de Pearson (r) de forma a definir a extensdo de uma
relacdo linear entre os resultados finais das fermentacdes. * e ** indicam significancia a um nivel de probabilidade

de p-value <0,05 e p-value <0,01

respetivamente. n=5

>
m S =S i - - oo
m c 3 o c o o = S 2
5 %) Q D > —~ =+ — £ N
2 8 |32 | 2 |83 €2 €2 | 5 |23
S s |8 | 3 |T=|Cg|Ccg| = |B¢
s L p @ ST S o - A >
< S = < 2 ] 05
> @ ~ Z
Etanol 1
(Y%V/v)
Atenuagao
0,38 1
real (%)
Extrato
aparente -0,05 | -0,94* 1
(°P)
Diacetilo | 4, | 084 | 075 | 1
(mg/L)
Células
inviaveis 0,82 0,37 -0,09 | -0,66 1
(%)
Total alcodis | ¢ | 6s | .08 | -065 | -01 1
(mg/L)
Total ésteres
0,29 0,74 | -0,69 | -0,93* | 0,66 0,45 1
(mg/L) -
Mmax (h™) 0,06 -0,79 0,88 0,44 0,26 -0,81 | -0,27 1
Etanol
(%VIV) | 0,26 -0,42 0,55 0,5 0,16 | -0,94* | -0,28 0,61 1
Ext. ap. (°P)

Verifica-se a existéncia de trés correlacbes com p-value <0,05. A primeira,

estabelecendo a correlacdo entre a atenuacdo real (%) e o extrato aparente (°P), € um

reflexo da férmula de célculo utilizado para determinar a atenuacdo real (%) de uma

fermentacdo. A segunda estabelece a relacdo entre a concentracdo total de ésteres e a

concentracdo final de diacetilo. Esta pode ser explicada pela influéncia que parametros de

producdo, como a altura e formato do reator, que influenciam a concentracdo de ambos

estes elementos. (67)

A existéncia de uma correlacdo entre o racio etanol produzido e extrato

consumido (etanol (%v/v) / extrato aparente consumido (°P)), e a producdo de alcoois
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superiores indica que quanto maior a quantidade de etanol produzido por unidade de
extrato consumido, menor a concentracdo de &lcoois superiores. Este resultado pode
indicar a existéncia de um favorecimento da utilizacdo dos nutrientes do meio de cultura
para a producdo de etanol em detrimento da via metabdlica de producdo de &lcoois
superiores, 0 metabolismo de Ehrlich. Desta forma, ocorreu a producéo de uma quantidade
superior de etanol, um produto desejavel, e uma diminuicdo da producdo de alcoois
superiores, produtos geralmente reconhecidos como elementos organoleticamente
desfavoraveis. (8, 50, 68, 69)

Verifica-se que a concentracdo de etanol (%v/V) e a existéncia de células invidveis
(%) apresentam uma correlagdo positiva. Este resultado pode ser explicado por um efeito
nocivo do aumento da concentracdo de etanol no meio e de algum efeito de limitacdo
nutricional consequente do final de fermentacdo. (8, 31, 63, 64, 66)

A relagdo existente entre a taxa especifica de crescimento durante a fase
exponencial, pmax (h™?), e 0 extrato aparente final (°P) mostra que as fermentagbes que
apresentaram o maior crescimento exponencial foram aquelas que apresentaram a maior
quantidade final de extrato.

A existéncia de uma correlagdo entre a taxa de crescimento exponencial,
umax (h™), e a concentracéo de &lcoois superiores (mg/L) é sinal da influéncia, descrita na
literatura, da fase exponencial de desenvolvimento na concentracdo destes compostos
organoleticamente ativos. Neste caso, verificou-se que uma taxa de crescimento
exponencial mais elevada origina a producdo de uma menor quantidade de alcoois
superiores (mg/L). Estes resultados sdo concordantes com o trabalho de Guido (2003) (69),
em que as células que apresentaram um desenvolvimento mais rapido produziram menos
alcoois superiores. A explicacdo apresentada para este resultado consiste numa maior
eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes do meio, especificamente aminoacidos, nas
fermentacGes com uma taxa de crescimento mais elevada. Assim, a producdo de sub-
produtos da sintese de aminoacidos é menor. (7, 8, 69-71)

A relacdo negativa entre os resultados de atenuacao real (%) e de concentracéo de
diacetilo (mg/L) indicam gque os mostos que atingiram os maiores valores de atenuacao
real (%) foram aqueles que obtiveram a menor concentracdo final de diacetilo (mg/L). Este
facto é explicado, segundo Boulton e colaboradores (2001, 2008) (72, 73), como

consequéncia do estado fisiolégico das células, nomeadamente o estado da membrana
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celular na parte final da fermentacéo, ja que uma membrana celular mais saudavel permite
a célula remover do meio de fermentacdo uma maior quantidade de diacetilo. Assim, pode
ser considerado que as fermentagdes que atingiram o maior valor de atenuacdo real
mantiveram uma capacidade superior de remocao de dicetonas vicinais do meio de cultura.
(72, 73)

A Tabela 19, que relaciona as concentragdes de aminoacidos iniciais e 0s
resultados finais de fermentacdo, mostra a existéncia de trés coeficientes de Pearson com

valores superiores a 0,80, dos quais apenas um apresenta um p-value <0,05.

Tabela 19 - Calculo do coeficiente de produto momento de Pearson (r) de forma a definir a extensédo de uma
relacdo linear entre concentracéo inicial de aminoéacidos e resultados finais das fermentacdes. * e ** indicam
significancia a um nivel de probabilidade de p-value <0,05 e p-value <0,01, respetivamente. n=5.

o ) 0
L Z = |z < ~ - & m
Y < o o c o o = g9
2 2| 8| & 5|58 |38 | § |23
Aminoacidos = =So | =3 © =t - 32 | 32 g =S
(mg/L) S | T8 |~ 5 €2 |5 | Fg SRS
< = pm D~ O = ~ <
< @ @ =y < = @ <=
— L = r D, < @ I

@D ~ [
Arginina -0,14 | -0,06 -0,01 0,58 -0,65 -0,15 -0,64 -0,39 0,25
Aspartato 0,93* 0,25 0,06 -0,13 0,59 -0,34 0,01 0,04 0,46
Glutamato | 083 | 0,63 -0,39 | -0,37 0,5 0 0,26 -0,38 0,24
Lisina 0,1 0,19 -0,18 0,35 -0,39 -0,14 -0,39 -0,46 0,34
Serina 0,28 -0,11 0,22 0,51 -0,13 -0,63 -0,43 0,05 0,78

Treonina 0,36 0,03 0,09 0,4 -0,09 -0,5 -0,37 -0,09 0,69

Histidina 0,09 | -0,13 0,17 0,59 -0,33 -0,54 -0,52 -0,06 0,68

Isoleucina 0,27 0,03 0,06 0,41 -0,14 -0,51 -0,34 -0,1 0,71

Leucina 0,02 | -0,01 0,01 0,5 -0,38 -0,41 -0,42 -0,2 0,6

Metionina 0,09 0,04 -0,02 0,46 -0,33 -0,39 -0,39 -0,22 0,59

Valina 0,27 0,03 0,05 0,42 -0,17 -0,48 -0,37 -0,13 0,67

Alanina 0,31 | -0,31 0,44 0,62 -0,09 -0,76 -0,56 0,26 0,84

Fenilalanina | -0,01 | -0,05 0,04 0,55 -0,43 -0,4 -0,48 -0,2 0,57

Glicina 0,59 | -0,21 0,43 0,44 0,16 -0,69 -0,46 0,26 0,76

Tirosina -0,08 | -0,12 0,09 0,61 -0,5 -0,42 -0,55 -0,17 0,56

Total :'asse 038 | 013 | 001 | 033 | 011 | 037 | -036 | -023 | 056
TOtaleasse 016 | 001 | 004 | 047 | 026 | 046 | -04 | -015 | 065
TOta'CC'asse o1 | 014 | 018 | 06 | -033 | -054 | 054 | -0,05 | 0,68

Total AA 0,2 -0,02 0,09 0,49 -0,25 -0,48 -0,45 -0,13 0,65
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A concentracdo de etanol (%v/v) relaciona-se com a concentragéo de glutamato e
aspartato, verificando-se elevada significancia na relacdo com o aspartato. Esta relacdo
possui um valor positivo e, dado a significancia existente na concentracdo de aspartato, é
possivel afirmar que a concentracdo destes aminoacidos pode influenciar favoravelmente a
concentracdo final de etanol no meio de fermentagédo. Estes dados relacionam-se com os
estudos de Thorne (1949) (50), de Watson (1976) (74), de Ingledew (1990) (38) e de
Thomas (1990) (38).

Os estudos de Thorne (1949) (50) e com eco no trabalho de Thomas (1990) (38)
avaliam a forma como os aminoacidos sdo utilizados pela célula, propondo um mecanismo
de utilizacdo direta de alguns aminoacidos, isto €, sem necessidade de recorrer a
modificacdo estrutural posterior, para as necessidades de sintese proteica da célula. E
também estabelecido um ranking relativo, com a aménia como referencial, do “valor
nutritivo” dos varios aminoacidos relativamente a sua capacidade de serem incorporados
na sintese proteica sem ser necessario processamento pela célula. Neste ranking, tanto o
aspartato como o glutamato apresentam um elevado ‘“valor nutritivo” para a célula. Esta
teoria, proposta por Thorne (1949) (50), conjugada com o facto de ambos os aminoacidos
pertencerem a classe A de assimilacdo pela levedura, podem fornecer uma explicacéo
solida para a influéncia que estes dois aminoacidos apresentaram na concentracao de etanol
(%v/v) existente no final da fermentacdo. Magasanik e colaboradores (2002) (20) também
evidenciam no seu artigo a importancia bioguimica do glutamato como base molecular
para a sintese de aminoacidos, quando as fontes de azoto no meio ja se encontram em
menor concentracdo, 0 que demostra a relevancia que este aminoacido pode ter no
desenvolvimento da fermentacéo. (20, 23, 24, 33, 38, 50, 74)

Verifica-se que o aminoacido alanina apresenta uma relacdo com o racio entre o
etanol (%vV/v) produzido e o extrato aparente (°P) consumido. Dado que a alanina pertence
ao grupo C na classificacdo de aminoacidos de Pierce (1987), este aminoacido podera
possuir um papel relevante na fase final de fermentacdo, momento em que fontes
preferenciais de azoto jA se encontram em concentracdo inferior ou esgotadas, e a
velocidade da fermentacdo diminuiu. A alanina funciona como um dador de protdes na
reaccao de Stickland, originando a producdo de amonia e acetato, que podem ser utilizados

pela célula nas fases finais da fermentacéo. (28, 50, 75-77)
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A literatura cientifica existente refere a existéncia de uma relacdo metabolica entre
0s amino&cidos leucina, isoleucina e valina e a producgdo de dicetonas vicinais, no entanto
ndo se verificou a existéncia de uma relagdo linear entre a concentracdo destes
aminoécidos e a concentracdo final de diacetilo (mg/L). Apesar de ndo se verificar esta
relagdo, durante o procedimento experimental ndo foram obtidos dados relativamente a
producéo de dicetonas vicinais ao longo da fermentacédo. Isto significa que a concentragao
final ndo é indicativa da producdo de diacetilo ao longo da fermentagdo, ja que a
concentracdo final também é decisivamente influenciada pela capacidade das células de
degradar o composto na fase de maturagdo. Independentemente da causa, verifica-se que as
fermentacdes analisadas atingiram o limite de deteccdo organolético de 0,07 mg/L de
concentracédo de diacetilo (mg/L). (8, 40, 41, 72, 73)

Dado que existem apenas trés coeficientes de Pearson proximos de 1 ou -1, conclui-
se que, para a amostra utilizada neste teste, n=5, ndo se verificou uma grande influéncia do
perfil de aminoacidos nas variacfes de performance fermentativa. A excepgcdo consiste na
relacdo entre a concentracdo de etanol e a concentracdo de aspartato, a Unica relacdo
estatisticamente significativa.

O mosto Braemar, em especial, ndo apresentou a melhor performance apesar de
possuir a maior concentracdo de aminoacidos (mg/L). Isto indica que, apesar do baixo
namero de correlagdes, o perfil de aminoacidos continua a ser um parametro relevante e
que, com o0 aumento do numero de amostras, podera evidenciar relagdes até agora
desconhecidas no ambito das fermentacgdes realizadas na industria cervejeira.

As Figuras 24 e 25 mostram como o perfil de aminoacidos varia, em percentagem,

em cada mosto analisado.
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Figura 24 — Variacdo, em percentagem, do perfil de aminoécidos de cada mosto.
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Aminoacidos

Figura 25 - Variagdo, em percentagem, do perfil de aminoécidos de cada mosto.

As Tabelas 20, 21 e 22 sintetizam a informacdo apresentada nas Figuras 24 e 25

relativamente a comparacéo dos perfis de aminoacidos entre mostos.
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Tabela 20 - Principais diferencas entre o perfil de aminoacidos de Pewter relativamente aos restantes mostos. O
valor entre paréntesis representa a diferenca percentual no perfil de aminoacidos entre os mostos analisados e o

mosto Pewter.

VS PT

VS COMP

VS EST

VS BR

Maior diferenca

Glutamato (8%)

Glutamato (11%)

Glutamato (20%)

Glutamato (20%)

Valina (7%)

Glicina (9%)

Aspartato (11%)

Aspartato (15%)

Fenilalanina (6%)

Aspartato (3%)

Glicina (10%)

Lisina (10%)

Menor diferenca

Leucina (6%)

Treonina (3%)

Treonina (5%)

Arginina (8%)

A anélise da Tabela 20 mostra que o glutamato e o aspartato se encontram
presentes em elevada percentagem no mosto Pewter relativamente aos restantes mostos.
Verifica-se que a maior diferenca de concentracdo de glutamato entre perfis se pode
encontrar relativamente ao mosto Esterel e a0 mosto Braemar, verificando-se a mesma
tendéncia com o aspartato. Dado que o mosto Pewter foi considerado o melhor
fermentador, a elevada percentagem destes dois aminoacidos no perfil deste mosto pode

ser um indicativo da boa performance, como foi explicado anteriormente. (28, 50)

Tabela 21 — Principais diferencas entre o perfil de aminoacidos de Prestige relativamente aos restantes mostos. O
valor entre paréntesis representa a diferenca percentual no perfil de aminoacidos entre os mostos analisados e 0
mosto Prestige.

VS COMP
Glicina (17%)
Aspartato (11%)
Alanina (10%)
Arginina (5%)

VS BR
Aspartato (22%)
Glutamato (13%)

Lisina (13%)
Arginina (12%)

VS EST
Glicina (18%)
Aspartato (18%)
Glutamato (14%)
Alanina (12%)

VS PW
Alanina (11%)
Glicina (9%)
Aspartato (8%)
Histidina (5%)

Maior diferenga

Menor diferenga

A andlise da Tabela 21 mostra que 0 mosto Prestige possui uma maior percentagem
de glicina que os mostos Composto e Esterel, apresentando também uma percentagem de
glicina 9% superior a do mosto Pewter. O aminoacido aspartato encontra-se também em
elevada percentagem no perfil de Prestige, pelo que este aminoacido encontra-se em maior
concentracdo em Prestige do que em Braemar, Esterel, Composto e Pewter respetivamente.
A alanina, aminoacido que se destacou na analise de Pearson, encontra-se neste mosto em

concentracdo superior relativamente aos mostos Composto e Esterel.

Tabela 22 - Principais diferencas entre o perfil de aminoacidos de Braemar relativamente aos restantes mostos. O
valor entre paréntesis representa a diferenca percentual no perfil de aminoacidos entre os mostos analisados e 0
mosto Braemar.

VS PW VS COMP VS EST Vs PT
Maior diferenca |  Serina (9%) Glicina (11%) |  Glicina (12%) Fe'zgj'o%"“a

Fenilalanina (9%) Serina (9%) Serina (11%) Leucina (12%)

Tirosina (8%) Valina (7%) Isoleucina (8%) Valina (11%)

Leucina (7%) Fenilalanina (5%) Valina (7%) Isoleucina (10%)

Menor diferenga
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A Tabela 22 mostra que o mosto Braemar possui uma percentagem de glicina
superior aos mostos Composto e Esterel, caracteristica que partilha com o mosto Prestige.
Relativamente ao mosto com melhor performance, o mosto Braemar possui uma
concentracdo superior de serina, verificando-se que a percentagem de serina em Braemar
também é superior em relagcdo aos mostos Composto e Esterel.

Verifica-se que dos 16 amino&cidos apresentados na Tabela 20, 11 s&o da classe
A, o que significa que as principais diferengas de perfil entre 0 mosto Pewter e 0s restantes
mostos sdo 0s aminoacidos desta classe: glutamato, aspartato, lisina, arginina e treonina.
Estes aminodacidos, que caracteristicamente sdo fontes preferenciais de azoto e que podem
ser incorporados na sintese proteica com maior eficiéncia, permitindo a célula evitar gastos
energéticos e, por outro lado, reduzir o tempo necessario até estes aminoacidos se
encontrarem disponiveis para utilizacdo. (28, 50, 75, 76)

Dos 16 aminoéacidos apresentados na Tabela 21, 9 sdo da classe A, enquanto a
classe C encontra-se representada com 6 amino&cidos. Este dado indica que, com um perfil
de aminoacidos com um maior teor de aminoacidos da classe C, a performance
fermentativa é afetada negativamente. A concentracdo de aminoacidos de classe C no final
da fermentacdo é relativamente elevada, j& que caracteristicamente 0 seu consumo nédo €
total e, em alguns aminoéacidos, atinge apenas 40%. Alguns autores, como Cooper (1979)
(78) referem a existéncia de um efeito inibidor. Apesar deste efeito, a presenca de
aminodcidos de classe A tem o efeito contréario, pois estes aminoacidos sdo metabolizados
rapidamente e de forma completa. (23, 28, 50, 76)

Dada a baixa concentracdo de FAN (mg/L) do mosto Prestige comparativamente
aos restantes mostos, e a presenca de aminoacidos da classe C nas principais diferencas, é
relevante verificar que a atenuacdo real (%) deste mosto apenas diferiu em 2,93% de
atenuacdo real relativamente ao melhor fermentador. Este facto pode indicar que a
presenca de uma elevada percentagem de aminoacidos da classe A consegue compensar 0
efeito negativo da presenca de aminoacidos da classe C, permitindo que o mosto Prestige
tenha um desempenho quase positivo. (78)

O perfil de aminoacidos do mosto Braemar, que é comparado na Tabela 22,
apresenta a menor representacdo de aminoacidos da classe A: apenas a serina esta presente

por 3 vezes. Por outro lado, aminoacidos da classe B e C sdo representados 7 e 6 vezes
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respetivamente. Os estudos de Thorne (1949) (50) referem que, & medida que as fontes
preferenciais de azoto diminuem a sua concentragdo, 0 meio fermentativo torna-se menos
propicio ao desenvolvimento da fermentacdo, originando uma diminuicdo do seu
crescimento ou, por outro lado, levando a paragem do mesmo, referindo-se a um efeito
inibitério. Alguns autores, como Thomas (1990) (38) e Cooper (1979) (78) referem a
possivel interrupcdo de mecanismos de sinalizacdo para explicar a inibicdo. Este
mecanismo pode explicar o comportamento verificado no mosto Braemar. Desta forma, a
presenca de aminoacidos das classes B e C, pode ter influenciado negativamente a
performance deste mosto, que se apresentou com a maior concentracdo de FAN (mg/L) do
teste mas que ndo foi aquele que apresentou a melhor performance fermentativa. (28, 38,
50, 78, 79)
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4. Conclusoes

A realizacdo de ensaios de fermentacdo em tubos EBC com os mostos produzidos
na instalagdo piloto permitiu concluir que, para mostos produzidos com as mesmas
especificagdes, existe variabilidade nos resultados finais de fermentagéo.

A analise da concentracdo de ides nos mostos produzidos, com destaque para
magnésio, calcio, zinco e potassio, permitiu concluir que, segundo as referéncias
bibliogréaficas, ndo existe um efeito negativo, por inibicdo ou défice, na performance
fermentativa das fermentacdes realizadas consequente da concentragéo de ides.

Trabalho posterior pode ser realizado, no que respeita ao aumento do
conhecimento do efeito da adicdo de suplementos ricos magnésio e outros elementos ao
mosto. (4) Simultaneamente, a andlise das interaccBes entre nutrientes permitira identificar
efeitos sinergisticos ou antagonisticos em termos de performance fermentativa e
relativamente a critérios de qualidade do produto final. Este género de abordagem tem o
potencial para otimizar o processo fermentativo, de modo a garantir que o aumento da
gravidade especifica dos mostos utilizados na inddstria cervejeira ndo € acompanhada de
quebras na performance fermentativa.

Dado que as fermentag6es atingiram o seu téermino verificando-se valores de FAN
(mg/L) finais que representavam cerca de metade do valor inicial conclui-se que nao
ocorreu défice nutricional de azoto. Desta forma, a variabilidade existente entre as
performances fermentativas dos diferentes mostos pode ser atribuida as diferencas no perfil
de aminoé&cidos.

A avaliacdo do coeficiente de produto momento de Pearson permitiu concluir que
existe uma relacdo linear positiva e estatisticamente significativa entre a concentracdo de
aspartato e a concentracéo de etanol (%v/v) final, verificando também a existéncia de uma
correlacdo elevada entre 0 mesmo fator e a concentracdo de glutamato. A alanina também
apresentou uma elevada correlacdo com um dos parametros finais de fermentacéo,
indicando que pelo menos um aminoacido do grupo C pode destacar-se pela sua influéncia
nos resultados finais de fermentacéo.

A analise do perfil de aminoacidos dos mostos avaliados permitiu concluir que o
mosto com melhor performance fermentativa foi aquele que demonstrou a maior

percentagem de aspartato e glutamato, verificando-se ainda que o perfil de aminoacidos
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deste mosto apresentou uma elevada percentagem de aminodcidos da classe A
relativamente aos restantes mostos e a menor percentagem de amino&cidos da classe C.

O mosto com pior performance fermentativa, 0 mosto Prestige, apresentou um
perfil em que as principais diferencas para 0s outros mostos eram compostas por
aminoécidos das classes A e C, o que pode ser indicativo do efeito negativo consequente
da presenca de uma elevada percentagem de certos aminoacidos da classe C, com destaque
para a percentagem de glicina. Apesar deste comportamento, 0 mosto Prestige apresenta
uma performance quase positiva, 0 que pode indicar que a elevada percentagem de
aminoacidos da classe A contribuiu para o equilibrio desta fermentacéo.

O mosto com uma concentracdo de FAN (mg/L) mais elevada, 0 mosto Braemar,
apresentou uma performance fermentativa intermédia relativamente aos restantes mostos.
O perfil de aminoécidos deste mosto possui uma percentagem elevada de aminoacidos da
classe B e C, que podem ter influenciado a performance fermentativa negativamente. Uma
vez mais verifica-se a presenca de glicina, verificando-se também uma percentagem
elevada de fenilalanina e serina. Dada a existéncia de poucas correlagdes entre a
concentracdo inicial de aminoacidos e os parametros finais de fermentacdo, o aumento do
namero de amostras podera revelar relagdes que neste momento ndo sdo visiveis. Estas
relacGes podem explicar, por exemplo, 0 comportamento do mosto Braemar.

O estudo da performance fermentativa do mosto Composto mostrou que, como
esperado, as caracteristicas das matérias-primas utilizadas na sua producdo séo capazes de
influenciar a performance. Dado que a composicdo de malte deste mosto corresponde a
45% malte Pewter, é possivel afirmar que o elevado valor de atenuacdo real (%),
relativamente aos restantes mostos do teste, foi influenciado positivamente por este malte.

Nédo foi confirmada a relacdo descrita na literatura entre a concentracdo de
determinados aminoacidos e a concentracao final de diacetilo.

Entre os parametros indicados pelos fornecedores de matérias-primas verificou-se
que a percentagem de proteina soltvel foi o elemento que apresentou a correlacdo mais
elevada e com significancia estatistica entre parametros das matérias-primas e dos mostos.
Isto indica que mostos com a maior percentagem de proteina solivel sdo 0s que permitem
obter mostos com a maior concentracdo de azoto fermentavel.

A realizacdo de estudos posteriores, com percentagens variaveis das mesmas

matérias-primas, permitira quantificar a forma como a variacdo das percentagens
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influencia a performance. Para tal, as caracteristicas dos maltes utilizados terdo de ser
adequadamente descritas, tal como foi realizado neste trabalho, com especial incidéncia no
perfil de aminoacidos, ja que foi demonstrado que este tem a capacidade de influenciar a
performance fermentativa.

A avaliagdo prévia do perfil de aminoacidos através da realizacdo de mostos
laboratoriais € um elemento diagndstico que, com o adequado estudo, podera fornecer
informacdo complementar a concentracdo de FAN (mg/L) e criar um critério de selecdo de
matérias-primas otimizado para a melhor performance fermentativa. Este critério podera
consistir na selecdo de maltes com uma elevada percentagem de aspartato e glutamato.
Estudos complementares deverdo consistir em comparacdes entre os perfis de aminoécidos
dos mostos laboratoriais e dos mostos piloto.

A realizacdo de fermentagOes teste com uma maior variedade de matérias-primas,
de modo a variar ao maximo o perfil de aminoacidos e a aumentar a amostra, permitira a
utilizagdo de métodos de analise multivariada no perfil de aminoacidos e aumentar a
significancia estatistica de cada resultado. As técnicas de analise multivariada poder&o
potenciar o desenvolvimento do perfil ideal de aminoacidos de modo a facilitar a
elaboracdo de lotes compostos de malte e uma melhor capacidade de controlo de
fermentacdes.

O estudo do perfil de aminoacidos do mosto e a resposta da fermentacao também
podera contribuir para aumentar o conhecimento dos mecanismos utilizados pela célula
para utilizar o0 azoto no seu desenvolvimento.

A melhoria da performance fermentativa decorrente da continuacdo deste estudo
tem aplicagdes industriais claras. Uma melhoria do processo industrial com impacto
imediato é a reducdo da utilizacdo de substratos ricos em azoto: a despesa anual de uma
unidade produtiva com este género de elementos representa uma soma significativa, pelo
que ao reduzir ou eliminar a necessidade de utilizacdo destes elementos é possivel obter de
imediato ganhos econémicos.

A uniformizacdo do perfil de aminoéacidos dos lotes de matérias-primas e de
procedimentos de selecdo de matérias-primas e a uniformizacdo de processos produtivos
sdo consequéncias da continuacdo deste estudo. Isto ira permitir que ocorram menos perdas

decorrentes da fermentacdo de mostos ndo otimizados, pelo que o investimento necessario
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para produzir a mesma quantidade de produto final ird diminuir. Assim, existe um aumento

do rendimento da unidade produtiva.
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Capitulo 3

Comparacéao de escalas
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1. Comparacao entre escalas

A UNICER possui um conjunto de instalagdes que utiliza com fins produtivos,
como areas de desenvolvimento de produtos ou de investigacdo. Estas instalacdes sdo a
instalagdo piloto, a mini fabrica, e a zona de producdo industrial (fabrico de mosto e
adega). A comparacdo entre escalas torna-se, assim, um tema importante, ja que permite
retirar conclusdes acerca da performance fermentativa nas diferentes instalagbes e
estabelece uma linha base de conhecimento importante para estudos inter-escalas.

O trabalho realizado por Fumi (2009) (33) serve de exemplo a este projeto, ja que
mostra como comparacdes entre equipamentos sdo essenciais para compreender as

diferencas existentes entre performance fermentativa ou critérios organoléticos.

1.1 Ainstalacéo piloto

A instalacdo piloto caracteriza-se por ser uma instalagdo com alguma automacao,
na qual é possivel realizar a produgdo de mosto, a fermentacdo e a filtracdo do produto
fermentado. Os mecanismos de automacdo encontram-se centralizados num computador
com software adequado para o controlo da instalacdo. Este software, que permite a
interface com o operador, regista informacdes como a temperatura, volume e velocidade de
agitacdo. O operador insere as receitas, estabelecidas de acordo com as especificacdes das
matérias-primas, e de acordo com o produto que se pretende obter, e inicia 0 processo.
Apesar de a instalacdo ndo ser completamente automatizada permite reduzir o trabalho
manual e aumentar o controlo sobre todas as etapas do processo.

O fabrico de mosto é realizado a partir de trés equipamentos principais: duas
caldeiras e um vaso, que entre si repartem as varias necessidades do fabrico de mosto, e
que possuem um volume de 700L. Os trés equipamentos encontram-se representados nas
ilustracGes 3, 4 e 5.

As matérias-primas sdo adicionadas manualmente na caldeira de empastagem ou
na caldeira de caldas. Cada uma destas caldeiras possui uma dupla funcdo: a caldeira de
empastagem recebe matérias-primas e realiza a mistura com os volumes de agua indicados,
posteriormente a cuba desempenha as funcdes de filtro, removendo do liquido a matéria
solida insolavel, ou dréche. A caldeira de caldas, que atinge temperaturas mais elevadas,
tem também a funcdo de caldeira de ebulicdo, passo do fabrico em que o mosto é

pasteurizado.
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Apoés a ebulicdo na caldeira de caldas, o mosto € enviado para o terceiro
equipamento, o whirlpool. Este equipamento desempenha a mesma funcdo que o
decantador desempenha na producdo industrial de mosto, no entanto, o processo utilizado é
bastante diferente. A Figura 26 mostra o esquema de funcionamento de um whirlpool. Este
equipamento remove a componente proteica ndo solivel do mosto, ou trub, através da
criacdo de um fluxo rotacional que transporta o trub para o centro do vaso. Desta forma, o
mosto clarificado pode ser retirado pelos lados do vaso, evitando-se caracteristicas
indesejaveis no produto final. (2)

llustracdo 3 — Caldeira de llustragdo 4 — Caldeira de
empastagem/cuba filtro caldas/caldeira de ebulicao

llustragéo 5 - Whirlpoool
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Figura 26 — Esquema das correntes existentes no interior de um equipamento whirlpool. (2)

Antes de ser encaminhado para as cilindro-cdnicas, equipamentos de 600L de
volume 0til e camisas para regulacdo da temperatura interna, 0 mosto é encaminhado para
0 piso inferior da instalacdo. Neste piso encontra-se um permutador de calor, que reduz a
temperatura do liquido de cerca de 90°C para a temperatura indicada na receita de
fermentacao.

A fermentacdo, que decorre no interior dos reatores cilindro-cénicos, €
monitorizada através de torneiras de amostragem situadas a cerca de 1/5 da altura do
recipiente, enquanto a temperatura é regulada com recurso a agua glicolada que circula no

interior das camisas de arrefecimento.

1.2 O processo industrial

O processo produtivo de mosto industrial ocorre numa sala especifica dentro das
instalacGes da UNICER. Durante a realizacdo deste trabalho, a sala de fabrico possuia
capacidade para produzir 75 000 L de mosto por cada fabrico. Esta sala possui trés
caldeiras: caldeira de empastagem, caldeira de caldas e a caldeira de ebulicdo. Associados
a estes trés equipamentos encontram-se um decantador, que contrasta com o whirlpool
existente na instalacdo piloto mas que ¢ homdlogo na funcdo, e um filtro horizontal de
placas verticais, que € o homologo da cuba filtro, j& que permite remover as particulas

solidas ndo dissolvidas provenientes da mistura das matérias-primas.
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Industrialmente, a empastagem de matérias-primas e a empastagem das caldas
ocorrem em simultaneo, pelo que apo6s terminada a empastagem das caldas, que atingem
uma temperatura superior, sdo enviadas para a caldeira de empastagem, de forma a
rentabilizar a energia despendida no aquecimento das caldas. No fim da brassagem, a
mistura € enviada para o filtro, onde é removida a dréche.

O mosto, depois de filtrado, vai para a caldeira de ebulicdo para a etapa final de
pasteurizacdo. Por fim, o mosto é encaminhado para o decantador onde ocorre a
sedimentacdo da componente proteica ndo solivel. O processo de fabrico termina com o
envio do mosto ainda quente para as adegas, onde é arrefecido. A componente proteica nao
solivel obtida no decantador é reaproveitada no fabrico seguinte, onde sofre novo

tratamento térmico e enzimatico.

llustragdo 6 — Filtro horizontal de placas verticais utilizado na produgao de mosto na UNICER.
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2. Comparacao da producao de mosto e fermentacéo

2.1 Materiais e métodos

O primeiro teste realizado tem como objectivo a avaliacdo das diferencas de
escala entre as fermentacGes realizadas na instalacdo piloto e as realizadas a escala
industrial. De modo a ser possivel avaliar e quantificar estas diferengas foi recolhido um
volume de 600 litros de mosto standard industrial e transportado para a instalagéo piloto,
onde foi colocado num reator com 600 litros de volume atil. A fermentacdo deste mosto foi
realizada nas adegas, num reator cilindrocdnico de 300 000 litros e na instalacdo piloto. As
fermentacbes foram codificadas como IND0112 e INDO0212, respetivamente para a
fermentacdo industrial e para a fermentacéo piloto.

Para realizar a comparacdo entre as escalas de producdo de mosto foram
produzidos dois mostos na instalacdo piloto. Estes mostos foram produzidos com as
mesmas matérias-primas que o mosto industrial, no entanto, a varia¢cdo na producdo destes
mostos prende-se com o diagrama de fabrico utilizado. O fabrico codificado MPAQ0113
utilizou um diagrama de fabrico standard utilizado a escala industrial, enquanto o fabrico
codificado MPAQ213 foi realizado com recurso a um diagrama standard utilizado na
instalacdo piloto.

Os quatro mostos em teste foram inoculados com o objetivo de 25 milhdes de
células/mL com recurso a uma estirpe industrial da levedura Saccharomyces pastorianus
com 4 trabalhos, isto é, utilizada para realizar 4 fermentacGes industriais.. Esta estirpe foi
recolhida nos tanques de armazenamento de levedura na adega da UNICER.

A Tabela 23 resume as caracteristicas dos mostos utilizados neste teste.

Tabela 23 — Resumo das caracteristicas de producao e fermentacdo dos mostos em estudo

Mosto Zona de producédo Fabrico Fermentacéo
IND0112 Industrial Diagrama industrial Industrial
IND0212 Industrial Diagrama industrial Instalacdo piloto
MPAOQ0113 Instalag&o piloto Diagrama industrial Instalacdo piloto
MPA0213 Instalag&o piloto Diagrama piloto Instalacdo piloto
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2.1.1 Producéo de mosto

Os diagramas de fabrico utilizados na producdo dos mostos em anélise ndo séo

apresentados neste trabalho propositadamente, no entanto, a Tabela 24 apresenta as

principais diferengas entre ambos os diagramas de fabrico.

Tabela 24 — Principais diferencas entre os diagramas utilizados para a producéo de mosto

Parametro Descricéo Importéncia
O diagrama IP passa por uma etapa longa
de aumento de temperatura até atingir uma A temperatura de
temperatura maxima superior empastagem das caldas é
Empastagem . . : . <
relativamente ao diagrama Industrial, que influente na extracéo de
de caldas . . , .
inicia a mistura das caldas a uma acucares fermentesciveis da
temperatura superior mas atinge uma calda.
temperatura maxima mais baixa.
De modo a degradar os polissacarideos A utilizacdo de aditivos nas
provenientes das matérias-primas, séo etapas da brassagem permite
Aditivos utilizados aditivos. Estes elementos sdo aumentar o rendimento de
diferentes, e de diferente especificidade extraccdo de agucares
nos dois diagramas. fermentaveis.
O diagrama industrial realiza a etapa de Atividade maxima de
" protedlise a uma temperatura inferior e enzimas proteoliticas,
Proteolise : o
durante menos tempo relativamente ao contribuindo para o
diagrama IP. aumento do FAN
A diferenca de temperatura
entre as caldas e as restantes
Mistura O diagrama IP possui uma maior diferenca matérias-primas pode
caldas de temperaturas entre a calda e a suspensao | provocar a desnaturacdo de
. de malte, realizando a juncdo dos dois enzimas relevantes nas
suspensédode | . . . . o
malte liguidos mais lentamente relativamente ao etapas de liquidificacéo e
diagrama industrial. sacarificacao,
condicionando o extrato
final.
O diagrama IP e o Industrial realizam este
. ..~ | passoamesma temperatura, no entanto, no
Liquidificacao

diagrama Industrial apresenta-se
ligeiramente mais curto.

Sacarificacdo

Igual em ambos os diagramas

Ebulicéo

Igual em ambos os diagramas
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A Figura 28 apresenta o exemplo de um diagrama de tempo-temperatura utilizado

por Fumi e colaboradores (2009) (33) para a produgdo de mosto no seu trabalho.
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Figura 27 — Gréfico exemplo de um diagrama de producdo de mosto. Este diagrama foi utilizado por Fumi e
colaboradores (2009) (33). A tracejado encontra-se o processo de empastagem de caldas, enquanto que a completo
encontra-se a empastagem de malte e as etapas comuns na producéo de mosto. (33)

2.1.2 Métodos analiticos

Todas as andlises realizadas para a elaboracdo deste trabalho foram realizadas no
Laboratorio Central da UNICER. As medicdes de gravidade (°P) de cerveja e mosto, etanol
(%v/v), pH, atenuacdo (%) e cor foram obtidas usando um equipamento Alcolyzer Plus,
Beer Analyzing System da Anton Paar, Austria. A medicdo de diacetilo foi realizada
através de um cromatografo de fase gasosa Varia Star 3400, recorrendo ao método descrito
em em Analytica — EBC, método 9.24.2. (37) Antes da realizacdo destas analises a
biomassa era removida das amostras através da filtragdo com um filtro Whatman 2V de
0,45um. Um ajudante de filtracdo, terra de diatomaceas, foi utilizado na remogédo de
biomassa para analises realizadas no Alcolyzer Plus.

As anélises de atenuacdo limite (%), e extrato limite (°P), ambos a 24 horas, foram
obtidas recorrendo ao método descrito em Analytica — EBC, método 8.6.1. (37)

A andlise de FAN foi realizada através de um equipamento Skalar Beer & Malt
Analyser, Skalar Analytical B.V., Holanda. As amostras para analise de FAN foram
centrifugadas a 16509 durante 15 minutos a uma temperatura de 5°C. Para realizar analises
de FAN as matérias primas utilizadas foi utilizado o método recomendado em Analytica —

EBC, método 4.5.1. para a producdo de mosto laboratorial, ou congress mash. (37)
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A determinacdo de biomassa através de contagem de células foi realizada através
de um Z1 Coulter Counter, Single Threshold Analyser, Beckman Coulter, E.U.A.. A
avaliacdo da viabilidade celular foi realizada através do método do azul de metileno com

visualizag¢do ao microscopio.

2.2 Resultados e discussao

2.2.1 Producéo de mosto

A Tabela 25 resume os resultados das analises aos mostos produzidos na
instalacdo piloto, codificados como MPA. Os dois digitos finais de cada codificacdo
referem-se ao ano de producéo.

Os resultados relativos as analises realizadas aos mostos produzidos a escala
industrial ndo sdo diretamente apresentados, sendo realizada uma comparacéo relativa com

0s resultados dos mostos produzidos na instalagéo piloto.

Tabela 25 — Resultados das anélises realizadas aos mostos produzidos na instalag&o piloto.

Andlise Unidade | MPAO113 | MPA0213
Extrato Aparente op 15,06 15,01
pH 511 5,20
cor EBC 9 9,1
Amargor UA 37 32
Extrato Limite 24h | g/100mL 2,38 2,07
Atenuacgao Limite
2‘;4h % 68,9 70,5
FAN mg/L 171 203

Como ¢ possivel verificar na Tabela 25, os mostos sdo semelhantes, apresentando
valores de extrato de 15 °P. Os valores de pH e cor sdo também muito préximos, em que se
destaca apenas o valor ligeiramente inferior de amargor do mosto MPA0213. Os mostos
produzidos industrialmente apresentam valores aproximados aos verificados na Tabela 25.

Os resultados expressos na Tabela 26 mostram que existe uma diferenca clara nos
resultados de FAN obtidos entre mostos produzidos na instalacdo piloto. O mosto
MPAOQ113, obtido replicando o diagrama industrial de fabrico na instalacdo piloto,
apresenta um aumento de 4% relativamente ao mosto laboratorial. Entre 0s dois mostos
obtidos na instalacdo piloto, 0 mosto fabricado recorrendo a um diagrama standard da

instalacdo piloto, MPA0213, extraiu mais 20% de azoto fermentavel que o mosto
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MPAO0113. Este resultado mostra que entre dois mostos com as mesmas caracteristicas, 0
mosto com o diagrama standard instalagdo piloto é mais eficiente na obtencdo de azoto
fermentavel.

Ambos 0s mostos apresentaram uma concentragdo de FAN (mg/L) superior ao
verificado no mosto laboratorial. Este resultado mostra que, apesar de existir
proporcionalidade entre o resultado de FAN (mg/L) dos mostos laboratoriais € dos mostos
IP, os resultados obtidos serdo sempre sujeitos a mudancas que ocorram nos diagramas de
fabrico, que podem permitir extrair uma maior ou menor quantidade de compostos

azotados das matérias-primas.

Tabela 26 — Resultados das andlises de FAN a mostos laboratoriais das matérias-primas e variacdo de FAN
relativamente a anélise das matérias-primas utilizadas. As anélises de FAN foram realizadas com uma taxa de
recuperacdo de 91%. O malte MBIS é composto por 85% MB395 e 15% 15445.

FAN (mg/L) Mosto laboratorial | MPA0113 | MPA0213
MB395 180
1S445 136
MBIS (composto) 164 171 203
Variacdo de FAN (%) 4% 24%

A literatura refere que mostos com um extrato superior a 14°P é recomendada uma
concentracdo de FAN superior a 200 mg/L. Como € possivel verificar apenas o mosto
MPAO0213 preenche este critério. (2, 21, 38, 49)

2.2.2 Fermentacdes

Os resultados de fermentacGes dos mostos analisados, encontram-se nas Figuras 28
e 29. Através da analise destas figuras verifica-se que as fermentacbes tiveram
comportamentos semelhantes, isto é, verifica-se um aumento proporcional da concentragédo
de etanol no mosto a medida que o extrato aparente é consumido, comportamento coerente
com as caracteristicas de produto primario da fermentacéo.
A fermentacdo do mosto MPAQ0213 foi interrompida ao sétimo dia. Este problema
deveu-se a uma falha eléctrica na instalacdo piloto que originou uma diminuicdo subita da
temperatura da fermentacdo, desta forma afetando de forma irreparavel todos os resultados

obtidos apos o sétimo dia de fermentacéo.
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Figura 29 — Dados de variacgdo de percentagem de atenuagdo e contagem de células nas fermentagdes dos mostos
em analise. Os circulos representam a percentagem de atenuacao real e os tridngulos representam a contagem de
células.

Os mostos produzidos na instalacdo piloto, MPA0113 e MPAQ213, distintos

devido a utilizacdo de diferentes diagramas de fabrico na sua producdo, apresentam

diferencas na performance fermentativa. A Tabela 27 e as Figuras 28 e 29 mostram que,

apesar das dificuldades técnicas que ocorreram com a fermentagdo MPA0213, esta

apresenta uma melhor performance que a fermentacgdo MPAOQ113. Esta afirmacdo €

sustentada pelo facto de a fermentacgdo MPA0213, ao 7° dia, j& possuir valores de

atenuacdo, consumo de extrato e produgdo de etanol superiores aos verificados na
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fermentacdo MPAO0113 ao 12° dia, dia em que se verificou o valor minimo de extrato desta

fermentacao.
Tabela 27 — Resultados finais da fermentacdo dos mostos produzidos
MPAO0113 MPA0213
Atenuacao
real (%) Valor maximo (%) 65,6 66,6
Tempo (dias) 12 7
Valor maximo 15,06 15,01
Valor minimo 3,23 3
Extrato Diferenca 11,83 12,01
aparente % de extrato
(°P) aparente original 78,55 80,01
consumido
Tempo (dias) 12 7
Valor maximo
(%vIv) 6,53 6,55
Etanol Tempo 12 7
(%v/v) %V/V etanol
produzido/°P 0,552 0,545
consumidos
. . Concentragdo de
D(l;c‘;tll‘l)o diacetilo inferior a 13
8 0,07ppm (dias)

Verifica-se que a fermentacdo MPA0213 consumiu uma maior percentagem de
extrato até ao 7° dia, do que a fermentacdo MPA0113 em 12 dias, no entanto, o racio entre
0 etanol produzido (%v/v) e o extrato consumido (°P) foi superior na fermentacédo
MPAO0113 do que na fermentacdo MPAO0213, indicando que esta fermentacdo foi mais
eficiente na producdo de etanol (%v/v). O maximo de biomassa entre estas duas
fermentacdes foi verificado na fermentacdo MPA0213.

A maturacdo, ou diminuicdo da concentracdo de diacetilo para valores inferiores a
0,07 mg/L, apresenta-se como o fator limitante para a finalizacdo das fermentacdes na
instalacdo piloto. A fermentacdo MPAO0113 atingiu este valor ao fim de 13 dias de
fermentacdo, no entanto, a concentracao de diacetilo da fermentacdo MPA0213 néo atingiu
este limite. Desta forma, dadas as constricdes nos resultados obtidos nenhuma conclusao
pode ser retirada relativamente a velocidade de maturacdo da fermentacdo MPAQ0213.

A diferenca de performance fermentativa é consequéncia da utilizacdo de dois

diagramas diferentes. E possivel realizar esta afirmac&o ja que esta foi a tnica diferenca na
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producdo dos dois mostos. Relativamente a diferenca entre diagramas, a utilizagdo de
diferentes tempos em varias fases do processo de fabrico, com especial destaque para a
fase de protedlise, explica a variagdo de 20% entre o FAN (mg/L) dos dois mostos. A
Tabela 24 identifica as variagdes de tempo existentes.

As variagdes verificadas no FAN e na performance fermentativa encontram eco
nos trabalhos realizados por Lei e colaboradores (2013) (49) e Fumi e colaboradores
(2009) (33), que demonstraram como variagdes na producdo podem influenciar os
parametros e a performance fermentativa de mostos produzidos nas mesmas condigdes,
nomeadamente parametros como a atenuacgéo real (%), o etanol (%v/v) e o consumo de
extrato (°P). Estes autores realizaram também uma anélise aos aminoécidos, verificando-se

variagcdes na concentracdo de aminoacidos e FAN (mg/L) entre testes. (33, 49)

2.2.3 Comparagédo com fermentacdes industriais

A andlise das fermentac6es de mosto industrial, IND0112, que foi tomou lugar na
zona de fermentacdo industrial, e IND0212 que foi realizada na instalacdo piloto,
mostraram resultados melhores relativamente aos verificados nas fermentagdes MPA.

A fermentacdo INDO0112, dados ndo apresentados, apresentou os melhores
resultados de fermentacdo de todo o teste. Esta fermentacdo possui os melhores valores de
atenuacdo real (%), etanol produzido (%v/v) e extrato consumido (°P). O seu tempo de
maturacao foi também mais rapido, atingindo a concentracdo maxima de diacetilo (mg/L)
no menor tempo. De notar que este resultado foi verificado também em comparacdo com a
fermentacdo IND0212, que foi fermentada na instalacdo piloto com o mesmo mosto. Desta
forma conclui-se que a fermentacédo a escala industrial € mais eficiente que a fermentacéo a
escala piloto, permitindo obter um liquido pronto para processamento posterior no menor
tempo.

Entre as fermentacdes a escala piloto, o mosto industrial utilizado na fermentagéo
INDO0212 apresentou melhores resultados que a fermentacdo MPA0113. Verificou-se um
consumo superior de extrato (°P), um valor de atenuacgdo real final superior (%) e uma
maior producédo de etanol (%v/v). A concentracdo maxima de diacetilo (mg/L) foi atingida
num intervalo de tempo igual.

Desta forma, é possivel concluir que o mosto produzido industrialmente apresenta

uma melhor performance que o mosto produzido na instalacdo piloto, quando utilizadas as
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mesmas proporg¢des de matérias-primas, diagramas de fabrico e condi¢des de fermentacao
(IND0212 e MPAQ113).

A comparagdo das fermentagdes MPA0213 e IND0212 deve ser realizada com
precaucdo. Verifica-se que estas fermentacGes apresentam resultados semelhantes, no
entanto, devido as limitacBes existente nos resultados da fermentacdo MPA0213 ndo €
possivel identificar qual das fermentaces possui a melhor performance fermentativa.
Apesar deste resultado, a melhor performance fermentativa da fermentacdo MPA0213
relativamente a fermentacdo MPAO0113 permite concluir que a primeira se encontra
otimizada para as especificidades da instalacdo piloto. Esta otimizacdo permite obter
resultados de fermentagdo semelhantes aos verificados com o mosto industrial.

A performance fermentativa superior da escala industrial relativamente a
instalacdo piloto pode ter vérias explicacfes. A automatizacao e uniformizacgéo verificada a
escala industrial permite um controlo mais rigoroso dos processos de producéo de mosto e
de fermentacdo. A propria escala, com reatores e vasos muito maiores tera influéncia em
todos os parametros de producdo. A ocorréncia de correntes internas de conveccdo e as
dificuldades nas trocas de energia, com influéncia na temperatura e a presséo interna séo

um exemplo claro do efeito que o tamanho do reator pode ter na fermentacao.

2.3 Concluséo da comparacédo de fermentacoes

Apos analise dos dados é possivel afirmar que a fermentacdo realizada a escala
industrial foi, neste teste, mais eficiente do que as realizadas a escala piloto, permitindo
aumentar a producdo de etanol, o consumo de extrato do mosto e os valores de atenuacao
limite. O tempo de maturacdo do produto de fermentacdo também é menor, o que indica
que o produto de fermentacdo produzido a escala industrial estaria pronto para 0s passos
seguintes de producdo mais cedo do que o mesmo produto obtido na instalacdo piloto.
Desta forma confirma-se a teoria existente que 0s processos industriais conduzem a uma
melhor performance fermentativa e maior eficiéncia nos processos de obtencéo de cerveja.

Concluiu-se que a performance fermentativa de um mosto produzido na instalacédo
piloto, obtido com um diagrama industrial, foi inferior a um mosto produzido com as
mesmas matérias-primas mas com um diagrama adaptado a escala piloto.

Verifica-se que o mosto industrial fermentado na instalagdo piloto possuiu uma

performance fermentativa semelhante ao mosto produzido na instalagdo piloto com recurso
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a um diagrama otimizado. Este facto indica que a instalacdo piloto permite obter mostos
que apresentam performances fermentativas ao nivel do mosto industrial.

A instalacdo piloto ¢ uma zona de producdo que possui um enorme potencial
pratico para analisar problemas verificados a escala industrial. Desta forma, é relevante
prosseguir com estudos comparativos entre instalacfes, ja que a instalacdo piloto permite
alterar as caracteristicas do mosto e mesmo da fermentacdo com maior facilidade e menor
custo do que a congénere industrial. Isto torna-se ainda mais importante devido aos
melhoramentos e alteracdes que ciclicamente sdo implementados na instalacdo produtiva
industrial, como foi 0 caso da producdo e fermentacdo de mostos de elevada gravidade.

A existéncia de uma base de conhecimento comparativo entre ambas as
instalacdes permite ainda que o desenvolvimento de novos produtos seja mais eficiente no
momento de aumento de escala. O conhecimento gerado com este trabalho permite, assim,

contribuir para o desenvolvimento desta base de informagé&o.
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3. Analise de filtracdes

A filtracdo do produto fermentado € um passo extremamente importante para a
producdo de cerveja. A filtracdo permite clarificar o liquido removendo a levedura que
ainda se encontra em suspensdo e quaisquer outros elementos de maior tamanho. A
utilizacdo de coadjuvantes de filtracdo também permite remover elementos diretamente
responsaveis pelo aumento da turbidez do produto final.

A instalagdo piloto possui um filtro de placas verticais. Este filtro utiliza sete
placas verticais, que sdo adjuvadas por terra de diatomaceas, ou kieselghur de diferentes
porosidades. A utilizacdo de terra de diatomaceas com diferentes porosidades como meio
filtrante permite que ocorra uma pré-filtracdo do liquido antes de este atingir as placas de
filtracdo. A aplicagdo da terra de diatomaceas é realizada por ordem decrescente de
porosidade (tamanho cada vez menor), garantindo a remocao sequencial de elementos de
maiores dimensdes até serem atingidos os elementos de menores dimensdes. Desta forma,
o0 tempo de vida util das placas de filtracdo é maximizado e a filtracdo adequada da cerveja
¢ garantida. O processo de carbonatacdo e diluicdo da cerveja obtida é realizado
manualmente.

Industrialmente, a filtragdo ocorre num processo altamente controlado e
automatizado. O liquido passa por varias fase antes de, por fim, ser encaminhado para os
tanques de cerveja filtrada, ja diluido e carbonatado. A cerveja, arrefecida a uma
temperatura entre 0°C e -1,5°C, passa por um filtro de placas, carregado com terra de
diatomaceas.

ApOs esse momento a cerveja passa por outros elementos filtrantes que tém como
objectivo impedir a passagem de particulas de terra de diatoméaceas e outras particulas que
podem provocar a ocorréncia de sedimentacao e turbidez no produto final. Seguidamente a
cerveja é encaminhada para um filtro carregado com polivinilpolipirrolidona (PVPP), um
polimero insolivel em agua que permite a remocdo de polifendis da cerveja final. Este
polimero permite, através da remocdo dos polifenois, impedir a ocorréncia de reaccdes
polifendis-proteinas que provocam um aumento da turbidez do produto final. Por fim, a
cerveja entra para o tanque de cerveja filtrada ja carbonatada e diluida. A carbonatagédo e
diluicdo sdo realizadas in-line, com recurso a sensores de extrato e de didxido de carbono.
(7, 8)
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llustracéo 7 — Fotografia do filtro horizontal de placas verticais existente na instalagéo piloto

3.3.1 Materiais e métodos

O presente teste pretende realizar uma comparacédo entre o processo industrial de
filtracdo e o filtro existente na instalacdo piloto. Para realizar esta comparacéo utilizou-se o
produto de final de uma fermentacéo industrial, IND0112, e o produto final da fermentacao
do mesmo mosto na instalacdo piloto, IND0212. As filtracbes foram realizadas, nos
equipamentos industriais existentes nas adegas UNICER, e no filtro de placas existente na
instalacdo piloto, respetivamente para as fermentages IND0112 e IND0212. Os filtrados
foram analisados nos laboratorios centrais da UNICER e foi realizada uma comparacao.

O produto final foi submetido a uma analise organolética perante um painel de
dez provadores treinados e avaliado em comparagdo com um produto existente no
mercado. Realizou-se ainda uma caracterizacdo de compostos organoleticamente activos
recorrendo a um cromatégrafo de fase gasosa Varian Star 3400, segundo 0s meétodos
recomendados em Analytica — EBC, método 9.24.2 para analise de dicetonas vicinais, e
método 9.39 para alcoois superiores e esteres. (37) Antes da realizacdo destas analises o
liquido foi filtrado com um filtro Whatman 2V de 0,45um

A analise de SO, foi realizada através de um equipamento Skalar Beer & Malt
Analyser, Skalar Analytical B.V., Holanda. As amostras para analise de SO, foram

centrifugadas a 1650g durante 15 minutos a uma temperatura de 5°C.
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A andlise de turvacdo foi realizada com recurso a um turbidimetro, calibrado a
560 nm, a 20°C, a 0°C apds 24 horas, e a 20°C apds 5 dias.

A estabilidade de espuma foi analisada segundo o protocolo estabelecido em
Analytica — EBC, método 9.42 (37), através de um equipamento NIBEM-T, produzido por
Pentair Haffmans, Venlo, Holanda.

O painel de provadores avaliou o produto final atribuindo classificacdes de acordo
com a Tabela 32 presente no Anexo D1 e descrevendo os principais elementos defeituosos
e off-flavours, cuja descricdo se encontra nas Tabelas 33 e 34, do Anexo D2 e D3,

respetivamente.
3.3.2 Resultados e discussao

A Tabela 28 representa as andlises realizadas aos liquidos antes e depois das
filtracdes.

Tabela 28 — Analise pré-filtracio e analise pos-filtragdo. Nesta Tabela encontram-se os valores de diferenga entre a
analise pré-filtraco e o filtrado, em valores absolutos e percentuais.

Extrato Extrato o
Analises primitivo | aparente Etanol | Atenuacdo pH Cor | Amargor
%(v/v real (% EBC UA
(2P) (2P) (%(v/v)) (%) (EBC) | (UA)
indice final 16,39 2,64 7,51 69,73 4,49 10,8 23,0
Filtrado 15,32 2,46 6,97 69,61 4,93 9,8 20,0
Diferenca absoluta -1,07 -0,18 -0,54 -0,12 0,44 -1,0 -3,0
Diferenca 6,53% | -682% | -7,19% 0,37 9,80% | -9,3% | -13,0%
percentual

A analise da Tabela 28 mostra os resultados de filtracdo verificados na instalagcdo
piloto. O Unico parametro em que foi verificado um aumento foi o pH. Este parametro, que
na filtracdo piloto sofreu um aumento de 9,80%, € consequéncia da utilizacdo de terra de
diatoméaceas na filtracdo. Este efeito é transversal a variacdo de escala, ja que na zona de
producdo industrial existe homologia na variacdo de pH durante a filtracdo (dados ndo
apresentados). Este é um efeito recorrente em ambas as instalacdes, no entanto, como 0s
volumes filtrados na instalacdo industrial sdo muito superiores, a variacdo de pH é menor e
por isso menos notdria nas caracteristicas quimicas do filtrado. O aumento de pH ¢é

semelhante ao verificado por Martinovic e colaboradores (2006) (80) no seu teste
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industrial. No entanto, verifica-se que este efeito é dependente das caracteristicas fisico-
quimicas do filtrante em quest&o.

Os restantes elementos analisados na Tabela 28 sofreram uma diminui¢do. O
amargor sofreu uma diminuicdo de 13,0%, enquanto o teor de etanol (%v/v) diminuiu em
7,19%. O extrato aparente (°P), que sofreu uma reducédo de 6,82%, em conjunto com o teor
de etanol (%v/v) afetam diretamente o extrato primitivo (°P) e a atenuagéo real (%). O
extrato primitivo consiste num célculo efectuado a partir do valor de extrato (°P) e do teor
de etanol (%V/v) para extrapolar o extrato (°P) no inicio da fermentacao e filtracdo. A cor
sofreu uma diminuicéo de 9,3% que corresponde a uma perda de 1,0 unidades EBC.

A reducdo de varios pardmetros entre o indice e o filtrado é explicada pelo efeito
de retengdo verificado na matriz filtrante, o que demonstra que, mais do que reter
particulas ndo-soluveis e células da levedura, o tipo de filtro e as caracteristicas da matriz
desempenham um papel relevante nas propriedades do filtrado. (7)

A analise dos resultados da filtracdo industrial (dados ndo apresentados), mostrou
que existe analogia entre os dois processos de filtracdo existentes, isto &, verificou-se uma
diminuicdo dos parametros em analise entre o indice e o filtrado, e aumento do pH.

Apesar da analogia entre escalas, verificou-se que as diferencas entre o indice e 0
filtrado foram menores na escala industrial. Este fato indica que a filtragdo industrial tem
um efeito menor nas caracteristicas do produto de fermentacdo. Desta forma, o produto
final ird evidenciar uma menor influéncia do processo de filtracdo, contribuindo para uma
experiéncia sensorial auténtica e mais proxima do produto de fermentacéo.

A andlise do produto final obtido ap0s correcgdo de alguns parametros, como o
amargor e a cor, e a diluicdo do filtrado permitiu verificar que a cerveja obtida na
instalacdo piloto se encontra dentro dos parametros tedricos estabelecidos para uma cerveja
de qualidade. De 16 parametros teoricos verificou-se que a cerveja obtida na instalacdo
piloto cumpria 11.

Dos elementos que ndo se encontram dentro dos parametros tedricos destaca-se a
turvacdo. A andlise dos resultados de turvacdo a 20°C e a 0°C mostra que a cerveja obtida
na instalacdo piloto possui uma turvacdo elevada, no entanto, os valores de turvagdo
obtidos apds cinco dias encontram-se dentro do parametro ideal, o que indica que o
desenvolvimento da turbidez no liquido ocorre de forma favoravel ao produto. Dadas as

diferencas entre os processos de filtracdo em analise, os valores elevados de turvacao
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podem ser explicados pela auséncia de um passo de filtracdo na qual é incluida a utilizacéo
de PVPP.

A caracterizacdo organolética do produto final da filtracdo realizada na instalacéo
piloto originou os resultados apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados da avaliagdo e caracterizacio organolética do produto final.
Anélise Resultado

Avaliacéo -0,7
Descricédo de defeitos Oxidacéo, acetato de isoamilo e solvente

O produto final da fermentacdo na instalacdo piloto obteve uma avaliagéo de -0,7,
que é considerado um valor satisfatorio. A descricdo dos defeitos, nomeadamente a
caracterizagdo como oxidada e solvente, respetivamente informativos da presenca de trans-
2-nonenal e acetaldeido, sdo elementos associados a presenca de oxigénio no processo de
producdo. A concentracdo de SO,, um dos parametros fora das especificagdes, ndo teve
reflexo no produto final. (8, 68)

3.3.3 Conclusao

Apos a analise aos produtos de fim de fermentacédo e aos filtrados conclui-se que
ocorreu uma maior perda de caracteristicas durante a filtracdo realizada na instalacéo piloto
do que na filtracdo realizada a escala industrial. Verificou-se que a variagdo do pH
associada ao processo de filtragdo € mais evidente a escala piloto.

A andlise fisico-quimica do produto final mostrou que as suas caracteristicas se
encontram maioritariamente dentro de parametros adequados a um produto comercial.
Destaca-se, entre os elementos fora das especificacdes, os valores de turvacdo, que podem
ser atribuidos a auséncia da utilizacdo de PVPP a escala piloto.

Conclui-se, através da avaliacdo organolética do produto final, que este obteve
uma avaliacdo satisfatoria em relacdo a um produto comercial, verificando-se, no entanto,
defeitos decorrentes da oxidacdo do produto.

Desta forma conclui-se que, apesar de o produto final obtido ser aceitavel para os
padrdes existentes para um produto comercial, a utilizacdo de medidas adicionais para o

controlo de oxigénio permitira reduzir a presenca de elementos organolépticos negativos
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no produto final. Um procedimento que pode permitir reduzir os danos oxidativos é a
remocao de oxigénio da pré-camada de terra de diatomaceas utilizada na filtracdo através
da utilizacdo de CO,. Além disto, a utilizacdo de uma etapa no processo com utilizacdo de
PVPP permitird reduzir os valores de turvacdo para limites adequados aos standards de
qualidade existentes. (7)

A otimizacdo do processo de filtracdo a escala piloto devera ter como objectivo a
aproximacao aos resultados verificados no filtrado do processo industrial. Este objectivo
poderé ser atingido através de um doseamento otimizado dos elementos filtrantes de modo
a que seja possivel manter de forma mais eficiente as caracteristicas do produto de

fermentacao.
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Considerac0es finais do estagio

A realizacdo de um estagio em ambiente empresarial € uma experiéncia bastante
diferente daquela proporcionada pela realizagdo de uma tese em ambiente académico.
Trata-se de uma experiéncia que mostra a um jovem, a iniciar a vida profissional, como
uma empresa funciona e como o0s objectivos diarios sdo estabelecidos e cumpridos para
garantir que a empresa honra 0s seus COmpromissos.

Este estdgio permitiu-me entrar em contacto com diversas componentes da
empresa, desde a producdo até ao engarrafamento industrial. Tratou-se de uma experiéncia
transversal a um conjunto de areas que permitiu conhecer a industria de producdo de
bebidas de uma forma geral e a industria cervejeira de uma forma especifica.

O desempenho de tarefas durante o dia-a-dia foi integrado no Departamento de
Inovacdo e Desenvolvimento. Este departamento, que gere toda a producdo de cervejas
especiais da empresa, desde a producdo de mosto até a rotulagem, é também ele um local
de aprendizagem: realizar tarefas na mini-fabrica e na instalacdo piloto permitem a um
estagiario conhecer a producdo de cerveja ao nivel mais basico, que pode consistir em
manusear matérias-primas ou a recolher amostras em reatores de fermentacéo.

A nivel cientifico, o trabalho no Laboratorio Central da UNICER possibilita
compreender o funcionamento de um laboratério profissional em todas as vertentes
necessarias a industria cervejeira. Foi também neste ambito que foi possivel realizar
trabalho cientifico de uma forma dedicada, ja que as instalacbes do laboratério possuem
um conjunto de ferramentas/equipamentos que permitem ndo so trabalho de controlo de
qualidade mas também de investigacédo e desenvolvimento.

De uma forma geral considero o estagio realizado um sucesso. Tratou-se de uma
oportunidade de aprendizagem e desenvolvimento pessoal excelente e que considero
devidamente aproveitada.

Acredito que a empresa obteve retorno do esfor¢co e tempo despendido no treino e
desenvolvimento das minhas competéncias enquanto estagiario, pois permitiu-me estar
envolvido no dia-a-dia da empresa e assumindo responsabilidades que, sem qualquer

davida, beneficiaram a entidade de acolhimento.
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Glossario

Alcoois
superiores

Ale

Amargor

Analytica,
EBC

Atenuacao

Atenuacao
aparente

Atenuacéao
limite

Atenuacéao
real

Calda

Congress
marsh

Crabtree,
Efeito

Conjunto de alcoois produzidos durante o processo fermentativo através
do mecanismo de Ehrlich que possuem influéncia nas propriedades
organoléticas do produto final. Neste trabalho consistem em n-propanol,
isobutanol e &lcoois amilicos.

Denominacdo da cerveja obtida através de um processo de fermentacdo
alta.

Critério quantitativo da presenca de iso-a-acidos no produto final. Estes
conferem o sabor amargo, sendo indicados segundo unidades de UA
(unidades de amargor), que correspondem a mg/L. Neste trabalho é
utilizada a convengédo EBC.

Compéndio de métodos laboratoriais para a inddstria cervejeira e de
maltagem produzido pelo Comité de Andlise da European Brewery
Convention

Parametro calculado a partir do extrato real (podendo também ser
utilizado o extrato aparente), em funcdo da gravidade especifica do
liquido. E utilizado como indicador do estado da fermentagdo, sendo
apresentado como percentagem (%).

Parametro obtido com o extrato aparente em funcdo da gravidade
especifica do liquido. Indica o estado da fermentacdo sem a realizacdo de
correcbes para a presenca de etanol e consequente diminuicdo da
gravidade especifica.

Teste laboratorial para avaliar a capacidade fermentativa de um mosto.
Uma aliquota de mosto € inoculada com uma grande quantidade de
levedura de modo a atingir a concentracdo minima de extrato num
intervalo de tempo pequeno. O extrato assim obtido € utilizado para
calcular a atenuacao limite do mosto.

Parametro de atenuacdo que utiliza o extrato real em vez do extrato
aparente para determinar a percentagem de atenuacdo do liquido em
fermentacdo. Desta forma, o resultado possui correccdo para a influéncia
do etanol na gravidade especifica.

Suspensdo rica em aglcares produzida pela mistura entre o adjunto e a
agua quente. Geralmente é adicionado a calda algum elemento que
fornece enzimas, de modo a ser possivel degradar os polissacarideos.
Apos a formacdo da suspensdo, de acordo com o diagrama de fabrico do
mosto, € misturada com a suspensdo proveniente da empastagem do
malte.

Mosto obtido realizando o processo de producdo de mosto
laboratorialmente, incluindo a moagem. Este procedimento permite
avaliar as caracteristicas das matérias-primas que Ihe deram origem.

Efeito em que uma célula, quando exposta a um meio com uma elevada
concentracdo de acucares, produz energia quase exclusivamente através
da glicélise originando a producdo de etanol. Mesmo na presenca de
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Diacetilo

Diazotrofia

Dicetonas
vicinais

Dréche

European
Brewery
Convention

Esteres

Extrato

Extrato
aparente

Extrato limite

Extrato
primitivo

Extrato real

100

oxigénio, a fosforilagdo oxidativa ndo é realizada até ultrapassado um
determinado intervalo de tempo.

Dicetona vicinal, 2,3-butanodiona, que confere ao produto final um sabor
intenso a "manteiga", ou lipidos. Tem uma concentracdo maxima
permitida no produto final de 0,07 mg/L.

Capacidade de alguns microrganismos de fixar azoto atmosférico (azoto
ndo organico) em formas mais féaceis de utilizar (aménia) pelos
organanismos. Um organismo ndo-diazotréfico ndo possui esta
capacidade.

Conjunto de moléculas que possuem dois grupos cetona. Sao sub-
produtos da sintese de valina e isoleucina. Os elementos deste grupo mais
relevantes na industria cervejeira sdo o diacetilo (2,3-butanodiona) e a
2,3-pentanodiona, devido &s suas caracteristicas organoléticas: conferem
ao produto um sabor a "manteiga”, ou lipidos.

Componente sdlida nado soluvel que é filtrada do liquido antes da
ebulicdo. Esta componente consiste principalmente nos involucros dos
gréos de malte, sendo posteriormente utilizada para alimentagdo animal.

Organizacdo que representa 0s interesses técnicos e cientificos da
industria produtora de malte e de cerveja na Europa. Esta organizacao
produziu, mantém e atualiza o compéndio de métodos laboratoriais para a
industria, denominado Analytica.

Neste trabalho, a referéncia a ésteres refere-se aos importantes elementos
organoleticamente ativos que podem influenciar o produto final. Estes
possuem aromas e sabores frutados/solvente e compreendem as moléculas
de acetato de etilo e acetatos amilicos.

Relacdo estabelecida empiricamente entre a densidade do mosto, ou
liquido e a concentracdo de agucares. Esta relacdo encontra-se tabelada e é
indicada em unidades de gramas de sacarose por 100 gramas de solugédo
(g/100g), denominado grau Plato (°P).

Extrato que ¢ calculado diretamente a partir da leitura de densidade de um
liguido em fermentacdo, pelo que € influenciado pela presenca de etanol.

Extrato obtido em g/100mL, que é referente ao teste laboratorial do
mosto. Trata-se da menor concentracdo de extrato que pode ser obtida, em
funcdo do extrato original do mosto. Este parametro permite calcular a
atenuacdo limite.

Extrato tedrico original do liquido, obtido apds a conversdo da densidade
original. Esta é obtida apds a determinacdo do contetdo em alcool e do
extrato real.

Extrato calculado atraveés da densidade de um liquido, de volume
conhecido, a qual foi retirado o etanol por destilacdo, ou com uma
quantidade determinada de etanol.



Free amino
nitrogen
(FAN)

Grau Plato

Gritz de
milho

indice de
Kohlbach

Kieselguhr

Lager

Maltagem

Malte
Stuck

fermentation

Trub

Turbidez

Azoto aminado livre. Determinado em mg/L, o FAN expressa a
quantidade de azoto que se encontra disponivel para ser fermentado pelo
microrganismo. O método de quantificacdo de FAN permite avaliar a
quantidade de grupos amina livres em aminoacidos e péptidos, bem como
quantificar a amonia presente no meio.

Unidade de massa de sacarose por 100 gramas de solucdo. E utilizado
como indicador da presenca de aclUcares no liquido através da relacdo
empirica existente entre a concentracao destes e a densidade do liquido.

Matéria-prima ndo maltada, rica em acucares fermentaveis, utilizada
como adjunto ao malte. Tem o objetivo de aumentar a gravidade
especifica do mosto. E utilizado na calda, que depois é junto a mistura
proveniente da empastagem do malte.

Réacio entre componente proteica solivel e componente proteica nao
soluvel, ou entre o azoto sollvel e o azoto total. Trata-se de uma medida
que se relaciona com a modificacdo do malte, particularmente as
modifica¢Oes nas proteinas.

Também denominado terra de diatomaceas, é um vestigio fossilizado de
organismos unicelulares microscépicos. As suas caracteristicas, como a
porosidade, tornam este recurso fossil um excelente adjunto de filtrag&o.

Denominacdo da cerveja obtida atraves de um processo de fermentacéo
baixa.

Processo de transformacdo da cevada, ou outros cereais, em malte. O
objetivo do processo € transformar as substancias de reserva dos gréaos em
nutrientes que sejam facilmente metabolizados pela levedura que realiza a
fermentacdo. Para isso, a cevada passa por um processo de germinacédo e
secagem.

Matéria-prima obtida ap0s a ocorréncia de um processo de maltagem.

Fermentacdo em que a levedura é incapaz de prosseguir com 0 processo
fermentativo, mesmo quando ainda existe uma quantidade elevada de
nutrientes fermentaveis, como os agucares, no meio de cultura. Existe um
grande numero de fatores que podem ser responsaveis pela paragem de
uma fermentacao, no entanto destaca-se a exaustdo nutricional de azoto.

Componente proteica ndo soluvel do mosto que se encontra em
suspensao. Esta precipita apds a ebulicdo durante o processo de producao
de mosto.

Alteracdo nas propriedades oticas do produto final causada por particulas
em suspensdo. Estas particulas podem ter origem orgéanica ou inorganica,
variando em dimensGes desde particulas coloidais até sélidos de
dimensdes macroscopicas.
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ANexos

Anexo A

Al

Tabela 30 — Caracteristicas dos estudos do consumo de aminodcidos. (24, 25, 28)

Pierce e Jones (1964)

Palmqvist e Ayrapaa
(1969)

Perpéte (2005)

Saccharomyces cerevisiae

S. carlsbergensis U15

S. cerevisiae BRAS 291,

tirosina, triptofano e
alanina

fenilalanina, alanina,
tirosina, triptofano,
glicina e prolina

Estirpes
Guinness 4200 212 e 12
Co-culturas industriais de
3 estirpes de fermentacao
alta
Agitacao Agitado (Erlenmeyers e Agitado e ndo agitado Agitado (Erlenmeyer) e
recipientes industriais) ndo agitado (tubos EBCe
recipiente industrial)
Temperatura 15,5 e 23°C 8-9°C 22 e 28°C
Meio 10-12°P 10°P 12°P
Grupo A Glutamato, glutamina, Asparagina, glutamina, Aspartato, glutamato,
aspartato, asparagina, serina, treonina serina, treonina, lisina e
serina, treonina, lisina e metionina
arginina
Grupo B Valina, metionina, Metionina, lisina, Valina, arginina,
leucina, isoleucina e aspartato, leucina, leucina, isoleucina,
histidina glutamato, isoleucina e leucina, tirosina,
arginina fenilalanina e
triptofano
Grupo C Glicina, fenilalanina, Valina, histidina, Valina e alanina

Grupo D

Prolina

Prolina
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Figura 30 - EspecificagBes para malte de uma empresa produtora



B.2

Specification Justification Useful®
Moisture Key parameter. Breakage of malt at low moisture. Risk of spoilage at  Yes

high moisture. Financial implications too as malt sold on weight basis,
Extract {fine grind) Koy parameter. Aimis to predict extract vield from the brewhouse. Yes
Extract {coarse grind) Important parameter. Gives information relating to malt moedification. Yes
Fine-coarse difference Important parameter. Gives information relating to malt modification. Yes
Cold water extract Gives information relating to malt modification. Sometimes
Total nitrogen {TN) Key parameter. Malts with high total nitrogens are unsuited to beer  Yes

production, giving problems with microbiological stability, colloidal

stability, beer flavour, and beer flavour stability.
Total soluble nitrogen Key parameter. Malts with high total soluble nitrogens are unsuited to Yes

beer production, giving problems with microbiological stability,

colloidal stability, beer flavour, and beer flavour stability.
Kolbach index Key (and often maligned) parameter which relates to malt modfication,  Yes

particularly with respect to protein modification.
Free amino nitrogen Relates to protein modification. Sometimes
Dextrinizing power (DI} Relates to enzyvme potential of malt. Yes
DPYTN ratio Corrects apparent enzymes level for amount of protein present. Sometimes
Amylase activities Relates to levels of saccharifiving enzymes. Sometimes
Friability Key parameter. Relates to modification and milling potential. Yes
Attenuation limit Crude indication of brewery fermentation performance, Sometimes
Wort viscocity Useful predictor of wort run-off. Yes
Beta-glucan content Useful predictor of wort run-off and, when done by staining of grain, Yes

gives information on pattern of modification.
S-Methyl-methionine Indicator of DMS potential. Yes
Acrospire length Indication of grain growth and modification. Can be difficult to assess.  Sometimes
Wort pH Screen for defects. Sometimes
Wort taste Screen for defects. Yes
Colour Key parameter. Aim is to predict wort colour. Yes
Homogeneity Key parameter. Methodelogy is a problem. Yes
Chloropropanols Screen for harmful substances in coloured malts, Yes
N-Nitrosodimethylamine  Screen for harmful substance. Yes
Appearance Key parameter. Absence of infestation; level of stones ete. Yes
Pesticide residues Screen for defects. Yes

Figura 31 - Tabela com especifica¢des utilizadas para sele¢do de malte. (42)



B.3

green lager pale cara crystal black chocolate roasled

amina acid malt  malt malt® malt mall mat malt  barey
aspartic acid 535 525 210 213 nd nd nd nd
hydrowyproline nd® nd nd nd nd  nd ndd fid
threanine 268 420 210 160 052 051 051 0.51
sefine 401 43 210 180 052 nd nd nd
glutamic acid 40 630 314 107 105 nd nd nd
asparagine B.03 1049 314 426 210 nd nd nd
glutamine 1472 1574 629 267 052 05 0.5 0.5
proline 16.05 3043 943 906 367 051 nd nd
glycine 1.4 210 105 053 052 051 0H 0.51
alanine 40 5325 314 160 157 041 nd nd
valine 663 735 314 267 157 051 051 0.5
cystine nd nd nd nd nd nd nd nd
meihionine 1.4 210 105 053 052 051 0H 0.51
isoleucine 401 420 210 053 052 051 081 0.51
leucine B03 839 419 180 052 051 051 0.51
tyrosine 401 630 314 160 052 05 051 0.5
phanylalanine 663 B39 419 213 105 nd ndd 1.03
y-aminobutyricacid 535 420 210 107 nd  nd nd nd
ormithine nd nd nd nd nd nd nd nd
lysine 53 5325 314 053 052 nd nd 0.5
tryplophan 268 315 1.05 107 000 nd nid fid
histidine 268 420 105 053 052 nd ndd fid
arginine 40 944 419 213 105 103 nd 1.03
total 111.04 146.90 61.84 3891 1729 618  4.12 6.68

Figura 32 — Comparacéo da concentracao de aminoacidos entre maltes com diferentes niveis de cor. A cor dos maltes é crescente da
esquerda para a direita. (81)



Anexo C

C1

Tabela 31 — Lotes de malte utilizados no projecto MPA.

N°  Cevada Tipo Plantacao Composicéo

2 Braemar Distica  Primavera

4 Prestige Distica  Primavera
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Figura 33 - Resultados de atenuag&o real (%) e concentracao de etanol (%v/v) verificados na fermentacéo Pewter.
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Figura 34 - Variacdo de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células inviaveis verificadas na fermentagdo Pewter.
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Figura 35 - Resultados de atenuag&o real (%) e concentracdo de etanol (%v/v) verificados na fermentacdo Esterel.
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Figura 36 - Variacdo de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células inviaveis verificadas na fermentagédo Esterel.
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% (V/V) Fermentagéo Composto %
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7.00 1 - 60,00
6,00 -
- 50,00
5,00 -
- 40,00
4,00 -
- 30,00
3,00 +
- 20,00
2,00 +
1,00 - - 10,00
—eo— Etanol —a— At. real
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0,00
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Figura 37 - Resultados de atenuag&o real (%) e concentragao de etanol (%v/v) verificados na fermentacdo Composto.
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Figura 38 - Variacdo de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células inviaveis verificadas na fermentacéo

Composto.
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Figura 39 - Resultados de atenuag&o real (%) e concentracéo de etanol (%v/v) verificados na fermentacéo Braemar.
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Figura 40 - Variacao de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células inviaveis verificadas na fermentacao Braemar.
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Figura 41 — Resultados de atenuacdo real (%) e concentragéo de etanol (%oVv/v) verificados na fermentacdo Prestige
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Figura 42- Variacdo de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células invidveis verificadas na fermentacdo Prestige
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Figura 43 — Resultados de atenuacéo real (%) e concentragéo de etanol (%ov/v) verificados na fermentacdo Teste
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Figura 44 — Variagdo de extrato aparente (°P), Biomassa (Mcel/mL) e percentagem de células invidveis verificadas na fermentacéo Teste
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Anexo D

D.1

Tabela 32 — Descricdo da avaliagdo numeérica atribuida pelo painel de provadores

Avaliacéo Descrigéo
Produto sem sabores e aromas defeituosos e
' com caracteristicas optimas
Produto adequado, sem defeitos criticos,
0 aceitavel para comercializagdo
Produto defeituoso com presenca de
-1 elementos indesejaveis. N&o aceitavel para
comercializacdo
, Produto com defeitos graves, improprio

para consumo
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D.2

Tabela 33 — Tabela com a terminologia recomendada pela EBC para descrever sensagdes de aroma/gosto
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D.3

Tabela 34 — Tabela com a terminologia simplificada para descrever as sensa¢des de aroma/gosto.
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