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Resumo

Numa altura em que os consumidores se encontram cada vez mais atentos ao
desenvolvimento de novos produtos, surge a necessidade das empresas inovarem e tentarem ganhar
vantagem competitiva em relacdo aos seus concorrentes de mercado.

Desta forma, e, sabendo que a cerveja sem alcool para alguns consumidores, se encontra
apenas direcionada para certas ocasifes, como em casos de gravidez, conducdo, doenga, entre
outros, e, devido as suas caracteristicas organoléticas, nomeadamente o seu sabor doce e a mosto,
surge a necessidade de encontrar solugfes que tornem esta cerveja mais atrativa para os
consumidores.

Como tal, este trabalho de dissertacdo, desenvolvido na Sociedade Central de Cervejas e
Bebidas, pretendeu avaliar um novo processo de producao de cervejas sem alcool, nomeadamente,
recorrendo a adicdo de uma enzima, glucose oxidase. Esta enzima converte a glucose em acido
gluconico, diminuindo a dogura e aumentando a acidez, o que promove uma melhoria das suas
caracteristicas organoléticas, sem que seja necessario recorrer a adicdo de acidos, como é feito
atualmente.

Assim, foram realizados varios ensaios em laboratério, simulando diversas condicdes de
producéo, de forma a avaliar o comportamento desta enzima.

Os objetivos propostos para a fase laboratorial seriam, atingir o pH previsto inicialmente de X
a uma temperatura de Y °C e com condi¢cdes de arejamento normais, ou seja, aquelas que sao
utilizadas em producéo, com uma posterior inativacdo da enzima por pasteurizacao.

Apesar dos inUmeros constrangimentos encontrados durante a realizacdo dos ensaios, 0s
objetivos propostos inicialmente foram cumpridos. No entanto, a passagem deste novo processo para
uma fase industrial, ndo foi possivel, uma vez que as condi¢cdes de pasteurizacdo utilizadas em

producdo ndo séo suficientes para uma inativacdo enzimatica.

Palavras-chave: Cerveja, Cerveja sem alcool, enzima, glucose oxidase.
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Abstract

In a time that the consumers become increasingly aware of new products development, companies
need to innovate and try to gain a competitive advantage over their market competitors.

In this way, and knowing that non-alcoholic beer, for some consumers, is only directed to
certain occasions, like pregnancy, before driving, disease and others, and, by its organoleptic
characteristics, particularly its sweet and worty taste, there is a need to find solutions that make this
beer more attractive to consumers.

The present work that was, developed in the Sociedade Central de Cervejas e Bebidas, aimed
to evaluate a new process of production of non-alcoholic beer, using the addition of an enzyme,
glucose oxidase. This enzyme converts glucose to gluconic acid, reducing sweetness and increasing
acidity, which promotes an improvement of its organoleptic characteristics, without the need to resort
to the addition of acids, as it is currently done.

In order to achieve this goal, several laboratory tests simulating different production conditions
were performed, to evaluate enzyme behavior.

The objectives initially proposed for the laboratory phase was to reach the initially expected
pH of X at a temperature of Y °C and normal aeration conditions, that is, those used in production, and
a subsequent inactivation of the enzyme by pasteurization.

Despite the many constraints found during the trials, the objectives initially proposed were met.
However, the transition from laboratory to industrial phase was not possible, since the pasteurization

conditions used in production aren’t enough for the enzymatic inactivation.

Keywords: Beer, Non-alcoholic beer, enzymes, glucose oxidase
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Introducéo

O presente trabalho foi realizado na Sociedade Central de Cervejas e Bebidas (SCC), em
Vialonga, com o intuito de avaliar um novo processo de producdo de cerveja sem alcool,
nomeadamente a cerveja Sagres sem Alcool.

Com uma quota de mercado de apenas 2% em relacdo as restantes cervejas, a cerveja sem
alcool é caraterizada pelo seu sabor adocicado e a mosto, proveniente dos processos que sao
utilizados para a remocédo ou inibicdo da producéo de alcool. De forma a contornar o impacto que
estes processos causam nas cervejas, muitas cervejeiras sentem necessidade de recorrer a adicao
de alguns acidos, conseguindo assim baixar o pH destas cervejas e consequente diminuicdo da sua
docura.

Apesar dos varios esforgos por parte destas indUstrias para melhorarem as caracteristicas
organoléticas dos seus produtos, parece nado ser suficiente para estas aumentarem o nimero de
vendas de cerveja sem alcool e atrair os consumidores para este tipo de produto.

Destinado, para muitos, como uma bebida para certas ocasifes de consumo, nomeadamente
para quando se vai conduzir, em casos de gravidez ou doenca, a cerveja sem alcool é considerada
mais saudavel e com um baixo teor de calorias em relacdo as restantes bebidas alcodlicas.

Uma vez que atualmente a SCC utiliza um processo de producéo de cerveja sem alcool por
fermentacao interrompida/limitada, que para além de evitar a formacao de alcool da cerveja durante
a fermentacdo, leva a que ndo haja formacao de compostos aromaticos, e consequentemente torna
necessario recorrer a adicdo de acidos para diminuir o seu sabor doce.

Neste sentido, o presente trabalho, pretende avaliar um novo processo de producéo, de forma
a melhorar as caracteristicas organoléticas do produto final.

Desta forma, estudou-se a utilizacdo de uma enzima, glucose oxidase, que promove a
oxidacg&o da glucose a acido gluconico, sendo possivel diminuir o sabor doce da cerveja ao mesmo
tempo que aumentamos a sua acidez.

Atualmente esta enzima é utilizada em varias areas da industria alimentar, no entanto, na
remocao do alcool das bebidas, so é utilizada para producédo de vinhos sem &lcool.

Para a realizagdo deste trabalho foi necessério estudar o comportamento da enzima quando
sujeita a diversas condi¢Bes. Assim, foram realizados ensaios com as condi¢des 6timas da enzima e
ensaios onde se aplicou algumas das condi¢Bes de producdo, uma vez que as condi¢des utilizadas
durante a produc¢éo da cerveja, poderiam ser condicionantes para a que a reacao ocorresse. Validou-
se varios par@metros como: o efeito da temperatura, do arejamento e da pasteurizacdo na inativagao
da enzima. Por ultimo fez-se uma prova de andlise sensorial, para avaliar as suas caracteristicas

organoléticas, comparando o mosto onde se utilizou enzima com uma cerveja sagres sem alcool.
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Descricao dos capitulos

Capitulo 1: Sociedade Central de Cervejas e Bebidas

Neste capitulo sdo desenvolvidos varios aspetos inerentes a empresa onde foi realizado o
estagio para a presente dissertacdo. E feita uma breve introducdo da mesma e da sua histéria,
apresentados os varios produtos produzidos por esta e é referida a importancia que a inovagéo de

produtos ou processos tém numa empresa como a Sociedade Central de Cervejas.

Capitulo 2: A cerveja

A presente dissertacao foi realizada no sentido de melhorar as caracteristicas organoléticas
da cerveja sem dalcool. Assim, neste capitulo pode-se encontrar a definicdo da cerveja segundo a
legislagao portuguesa bem como a sua histéria. As matérias primas para a sua produgdo bem como
0 seu processo produtivo sdo também aqui apresentados, focando ainda aspetos importantes da

producédo de cerveja sem alcool e os beneficios da mesma a nivel da saude.

Capitulo 3: As enzimas

Uma vez que a melhoria das caracteristicas organoléticas da cerveja sem &lcool seria
realizada com recurso a uma enzima, é fundamental que se conheca o0 seu conceito, 0 mecanismo,
os véarios fatores que vao influenciar a sua atividade, as varias classes de enzimas, bem como as
suas aplicacfes na industria alimentar e cervejeira. Posto isto, é feito um enquadramento da enzima
utilizada neste processo assim como os fatores que influenciam a sua reacdo. Por Ultimo as suas

aplicacdes atuais na industria alimentar.

Capitulo 4: Metodologia

Neste capitulo é explicado o objetivo do trabalho, como é realizada a monitorizacdo da
atividade enzimatica e descrita a metodologia geral dos ensaios realizados, bem como dos

equipamentos utilizados em laboratério.

Capitulo 5: Parte experimental

Aqui sdo descritos os varios ensaios que foram realizados. Inicialmente caracterizou-se o
mosto, posteriormente realizou-se ensaios com utiliza¢do da enzima e ensaios para a inativacdo da
mesma. Foram ainda realizados ensaios para avaliar a concentragéo de glucose no mosto com e sem

a utilizacdo da enzima. Por fim foi realizada uma prova de andlise de sensorial.
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Capitulo 6: Conclusfes

Neste capitulo sdo descritas as varias conclusfes que se obteve com a realizagédo destes
ensaios, bem como a viabilidade da utilizacdo desta enzima no processo de producdo de Cerveja

sem alcool.
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Capitulo 1:

Sociedade Central de
Cervejas e Bebidas, S.A



3 Ana Sofia Pontes Calgdo )
AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL



3 Ana Sofia Pontes Calgdo )
AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL

1. Sociedade Central de Cervejas e Bebidas, S.A

1.1. Descrigdo da Empresa

A Sociedade Central de Cervejas e Bebidas, figura 1.1,

surgiu em 1934 e desde 2008 que faz parte do grupo Heineken,

N\
, / Central

e, assenta em quatro eixos de negoécio: o mercado nacional, \ CervejaseBebidas
7

exportagdo, as aguas e refrigerantes e distribuicao.

A sua fabrica esta situada em Vialonga, concelho de Vila
Figura 1.1. Simbolo da Sociedade

Franca De Xira, e, é ai que € produzida e engarrafa a Cerveja Central de Cervejas e Bebidas.

Sagres com e sem alcool. Para além da producado de cerveja,
(SCC, 2017a)

aqui, € também produzido e comercializado o malte. Detém ainda

uma Unidade Industrial na Vacarica, Mealhada, onde séo captadas e engarrafadas as aguas minerais

e de nascente, Luso e Cruzeiro, as Termas do Luso e a empresa de Distribuicdo Novadis (SCC,

2017a).

A sua visao é: “Juntos, fazemos as marcas que as pessoas adoram beber”.

1.2. Historia

A Sociedade Central de Cervejas, foi constituida em 1934 com o objetivo de comercializar as
cervejas produzidas pelas antigas: Companhia Produtora de Malte e Cerveja Portugalia, Companhia
de Cervejas Estrela, Companhia de Cervejas Coimbra e Companhia da Fabrica de Cerveja Jansen.

Em 1977 a Centralcer — Central de Cervejas, E.P. foi constituida em consequéncia da fuséo
da Sociedade Central de Cervejas, S.A.R.L e da Cergal — Cervejas de Portugal, S.A.R.L, sendo em
1990, o seu capital totalmente privatizado e o grupo empresarial Bavaria adquirido uma participacéo
no capital da Centralcer - Central de Cervejas, S.A., tornando-se um dos seus principais acionistas.

Em 2000, d4-se uma nova alteragcdo na constituicdo do capital acionista, como resultado da
sua venda a VTR-SGPS, S.A., um grupo de investidores portugueses. Meses mais tarde este grupo
viria a ceder uma posi¢édo de 49% ao grupo cervejeiro internacional Scottish & Newcastle.

Em dezembro de 2001 houve uma reestruturacéo do grupo passando a Centralcer — Central
de Cervejas, S.A. aincorporar a Centralcontrol S.G.P.S., S.A.. A nova entidade resultante desta fuséo
alterou a sua denominacéo para SCC - Sociedade Central de Cervejas, S.A., bem como a sua sede
para as atuais instalacfes fabris, em Vialonga.

Em 2003, a Scottish & Newcastle adquiriu a totalidade das a¢bes, o que Ihe permitiu passar
a deter o controlo total da Sociedade Central de Cervejas e da Sociedade da Agua de Luso.

A partir de 2004, a empresa passou a designar-se, SCC — Sociedade Central de Cervejas e
Bebidas, S.A., nome que reflete melhor o &mbito da sua atividade que, para além da cerveja inclui
outras bebidas como a 4gua e refrigerantes.

Em 2007, apos ter sido estabelecido um Consoércio entre a Carlsberg e a Heineken, teve lugar
um processo de oferta de compra do Grupo Scottish & Newcastle por este Consércio. Como resultado

7
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das negociaces, a Heineken assumiu, em 2008, o controlo da Sociedade Central de Cervejas e
Bebidas, apos a conclusédo do processo de compra da Scottish & Newcastle (SCC, 2017a).

1.3. Marcas e Produtos

A Sociedade Central de Cervejas e Bebidas conta com diversos produtos produzidos e
comercializados, tais como: a cerveja Sagres, a Heineken, as sidras e as aguas de Luso, para além

das marcas internacionais (SCC, 2017b).

1.3.1. Sagres
Dentro da marca sagres, podemos encontrar uma grande variedade de produtos, tais como

os descritos seguidamente na figura 1.2 (SCC, 2017b).

\ Sagres Branca: Produzida segundo métodos tradicionais exclusivos a partir de agua,
malte, cereais ndo maltados e uma rigorosa selecio de lapulos. MNao sao utilizados
quaisquer aditivos ou conservantes. Medianamente encorpada, de cardcter seco e um
amargo agradavel. Leve, de cor dourada.

‘bouguet” a caramelo.

é Sagres Preta. Cerveja de cor escura, medianamente encorpada, com agradavel
il
il

Bohemia Puro Malte), apresenta um sabor irrestivel, pelo caracter intenso,

Bohemia: Com trés variedades exclusivas (Bohemia Original, Bohemia Trigo e
aroma frutade e espuma cremosa.

Radler: € a combinacdo dnica de cerveja Sagres com sume de Limdo natural.

Sem dlcool: tem um corpo ligeiro e um caracter refrescante. E a bebida ideal para
pessoas com vidas ativas que ndo dispensam o sabor original da cerveja Sagres.
Sagres sem dlcool aposta numa atitude ativa e positiva na recomendacéo do consumo
de cerveja sem alcool, nomeadamente em momentos de conducio.

Figura 1.2. Cervejas Produzidas Pela SCC. Adaptado de: SCC, 2017b
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1.3.2. Heineken

Atualmente a marca Heineken, figura 1.3, faz parte do portefélio de bebidas comercializas
pela Sociedade Central de Cerveja (SCC, 2017b).

A marca Heineken tornou-se na cerveja internacional premium mais reconhecida em todo o
Mundo. A Heineken é produzida com malte, agua e lpulo possuindo um aroma bem
balanceado, com algumas notas frutadas, amargor equilibrado e sabor refrescante

Figura 1.3. Cerveja Heineken. Adaptado de: SCC, 2017b

1.3.3. Internacionais
Sao varias as bebidas internacionais que fazem parte dos produtos da Sociedade Central de
Cervejas e Bebidas, os quais se encontram descritos na figura 1.4 (SCC, 2017b).

N H

el

F X
E Desperados: Cerveja com sabor a tequilha.
=

)
Affligem: O seu sabor resulta de um processo de producio de dupla fermentacio.
Este processo consiste em adicionar a cerveja ja engarrafada uma levedura especial
-] que, ao longo de duas semanas lhe dd mais vida, maturidade, complexidade e
[ efervescéncia.

claramente notas de cevada torrada e caramelo, sabor robusto e bastante encorpado
com cremosas notas finais.

John Smith's Extra Smooth: Comercializada no Reino Unido em duas versges
diferentes — original/Bitter e Extra Smooth. Possui um forte caracter lipulado, com notas

I|I'.
é Guiness: Foi a primeira Stout de sempre, fabricada em Dublin. Complexa, suscita
Il
E suaves de malte.

o
4

origina a cerveja ¢ tostada (ndo torrada como a da Guinness) o que lhe proporciona a cor

avermelhada. Levemente torrada, cremosa, com um sabor doce mas com notas amargas e
aromaticas.

¥
L2l
g Kilkenny: Cerveja do tipo Irish Red Cream Ale, esta classificacao significa que a cevada que

Figura 1.4. Marcas Internacionais Comercializadas pela SCC. Adaptado de: SCC, 2017b
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1.3.4. Sidras
A Bandida do Pomar e a Strongbow, figura 1.5, séo as duas sidras pertencentes aos produtos
produzidos pela Central de Cervejas (SCC, 2017b).

i _-4}

TFE

e
===

Strongbow: A Strongbow é fabricada a partir de pequenas macés acidas.
Proporcionam um sabor verdadeiramente refrescante.

Bandida do Pomar: E a primeira sidra Portuguesa. Com um paladar frutado, leve e
refrescante, esta nova sidra tem um intenso sabor a macd e um teor de dlcool de
4,5%.

' &

Figura 1.5. Sidras produzidas pela SCC. Adaptado de: SCC, 2017b.

1.3.5. Aguas
Dentro do grupo das aguas, existe a agua Luso lisa e com gés, e Luso de fruta, e agua
Cruzeiro, as mesmas encontram-se descritas na figura 1.6 (SCC, 2017b).

fq Agua Luso: E uma agua mineral natural rica em silica e que possui preciosos oligoelementos.
L,
!

L. BB
f¥ %8 ' |uso de Fruta: combina a Agua Mineral Natural de Luso com sumo natural de fruta. Sem
' | ] corantes nem conservantes e apenas com o acticar natural da fruta.

Il g

| 1

I

Luso com gas: Luso com Gas € a nova aposta no segmento das aguas com gas da
marca de referéncia de agua em Portugal, Agua de Luso, com origem na Serra do Bucgaco.

- Aguas do Cruzeiro: Agua de nascente conhecida desde o século XIX pela sua rica
- mineralizacio em calcio e magnésio, apresenta-se na variedade lisa. A Agua do Cruzeiro &
uma Agua de Nascente, pouco mineralizada, com as suas nascentes com origem profunda.

Figura 1.6. Agua Produzidas pela SCC. Adaptado de: SCC, 2017b

1.4. Inovagéo

Entende-se por inovacdo o processo que inclui as atividades técnicas, a conce¢do, O
desenvolvimento e a gestao e que resulta na venda de novos produtos ou produtos melhorados, ou
na utilizagdo de novos processos ou processos melhorados.

10
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Desta forma, podemos dizer que inovacgédo é a introducao da invencéo no mercado de algo
novo ou melhorado, enquanto a invencao € a criagdo do processo, de uma técnica ou de um produto
(Sidonio et al., 2013).

Um dos seus objetivos é entregar ao consumidor um produto com a melhor relagéo
qualidade/preco possivel e atender as necessidades deste, ou se possivel antecipa-las, antes e
melhor que a concorréncia (Kriicken-Pereira et al., 2002).

Até ao produto inovado chegar ao consumidor, este passa por varias fases de
desenvolvimento e validacdo, podendo ser classificada em cinco categorias: 0s novos produtos,
novos métodos de producdo, novos mercados, novas fontes de matéria-prima e novas formas de
organizagéo.

A inovacao néo € linear, resultando desta forma, de uma interacdo entre diversos agentes e
envolvendo conhecimentos e experiéncias, provenientes das mais diversas areas de atividade de
uma empresa (Sidonio et al., 2013).

A necessidade de uma empresa inovar surge, ndo sé como consequéncia do dinamismo do
mercado, resultando este de fatores de ordem econdmica, social, demogréfica, politica, ambiental,
cultural e tecnoldgica, mas também por mudancas na legislacdo, mudancas tecnolégicas e mudancas
no comportamento dos consumidores (Krticken-Pereira et al., 2002).

Assim, a Central de Cervejas decidiu apostar no desenvolvimento de novos produtos com o
aparecimento da Luso Fresh, Sagres Bohemia e Sagres Zero, em 2005.

Desde ai, foram vérios os produtos desenvolvidos nestes Ultimos dez anos. No entanto este
Gltimo ano foi marcado pelo desenvolvimento de produtos, figura 1.7, como Luso de fruta, com um
novo sabor de Goiaba e Toranja; a Sagres Radler que lanca 0 novo sabor, de Lima-frutos vermelhos,
juntando-se esta a de Lim&o; e a Bohemia que apresenta trés variedades, a Bohemia original, a puro
malte e trigo. No final de 2016 foi lancada a Bohemia Bock e jd no ano de 2017 a Bohemia IPA. 2017
foi ainda marcado pelo langamento da primeira sidra portuguesa, a Bandida do Pomar, que apresenta

um paladar frutado, leve e refrescante (SCC, 2017c).

Figura 1.7. Produtos desenvolvidos em 2016/2017. Adaptado de: SCC, 2017b.

11



3 Ana Sofia Pontes Calgdo )
AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL

12



3 Ana Sofia Pontes Calgdo )
AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL

Capitulo 2:

A Cerveja

13
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2. A cerveja

2.1. Definigéo

Segundo a Portaria n° 1/96 de 3 de Janeiro, cerveja € uma bebida obtida por fermentacao
alcodlica, através da utilizacao de leveduras selecionadas do género Saccharomyces, de um mosto
preparado a partir de malte de cereais, principalmente cevada e outras matérias primas amilaceas ou
acucaradas, ao qual foram adicionadas flores de lUpulo ou os seus derivados, bem como agua
potavel. A mesma Portaria define ainda que o teor alcodlico da cerveja sem alcool tem de ser igual
ou inferior a 0.5% volume, estabelecendo um valor de pH entre 3,5 e 5,0, inclusive.

2.2. Historia

A cerveja ja era conhecida por varias civilizaces antigas, sendo muito popular em regides
onde o clima ndo era propicio ao cultivo de uvas. A cerveja € uma bebida de ampla difusdo e intenso
consumo, sendo conhecida desde a antiguidade em diversos paises do mundo. No entanto, ndo ha
nenhuma certeza quanto a sua origem (Scheffer et al., 2013).

No antigo Egipto os faraés consumiam a bebida ha aproximadamente 6000 anos a.C.. Em
3000 a.C. os sumérios, foram considerados pioneiros na elaboracéo da cerveja, sendo sucedidos por
outos povos, que tornaram esta bebida popular (Scheffer et al., 2013).

Na Idade Média os conventos assumiram o controlo sobre a producdo da cerveja, uma vez
gue estes detinham os manuscritos onde ensinavam os métodos de producdo (Ambrosi, 2016). No
século XVIII surgiram as primeiras técnicas cientificas da produgéo desta bebida, como o controlo da
temperatura de maltagem, bem como a medicéo sistematica dos ingredientes usados (Scheffer et al.,
2013). Com o aumento da producdo surgiram as cervejarias independentes, que contribuiram para o
estudo de técnicas de producdo e para a evolucdo do produto final (Ambrosi, 2016).

Por outro lado, sabe-se que a cerveja sem alcool surgiu no ano 2000 a.C, no templo dedicado
a deusa Athor, no antigo Egipto. Os recipientes que continham cerveja eram posicionados junto a
estatua e aquecidos. Deste modo, o vapor da cerveja (alcool) era oferecido a deusa. O liquido
remanescente (cerveja sem alcool) era vendido entre os seus seguidores (Costa, 2016).

Apesar disto, os produtos associados a este mercado podem ser considerados relativamente
novos (Costa, 2016). Pois foi durante as guerras mundiais que a escassez de matérias primas levava
a producdo de cervejas com baixo extrato original e reduzido contetdo alcodlico.

No inicio do seculo XX com o0 aparecimento da lei seca, nos EUA, Canada e alguns paises
europeus, foi proibida a producgéo, venda e consumo de &lcool, o que levou a producéo de cervejas
com um baixo conteudo alcodlico (Branyik et al., 2012; Ambrosi, 2016; Leite et al., 2013).

No final da década de 70 a producgédo de cervejas sem alcool voltou a ter importancia, visto
gue neste periodo, devido a alteracdes na legislagdo, iniciou-se as restri¢cdes relacionadas com o

consumo de alcool e condugéo de veiculos motorizados (Costa, 2016).
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O aumento da producao e consumo, deste tipo de produto no final do século XX, foi motivado

pelo aumento do nimero de pessoas que se converteram a religides que proibem o consumo de

alcool, a uma maior preocupacdo com a saude e intervencgdes legislativas que consciencializam os

consumidores sobre o consumo moderado de cerveja. Esta cerveja apresenta-se também como uma

alternativa a grupos especificos da populacdo, como mulheres gravidas ou que estdo no periodo de

amamentacao, pessoas que estao sob tratamento médico ou ainda durante o expediente de trabalho
(Scheffer et al., 2013; Ambrosi, 2016; Branyik et al., 2012; Costa, 2016).

2.3. Matérias Primas

Para a producéo de cerveja sem alcool, sdo utilizadas as mesmas matérias primas, utilizadas

no processo da cerveja com alcool, apresentadas na figura 2.1 (Costa, 2016). A agua, o malte de

cevada, o lapulo e a levedura, que contribuem para o sabor e qualidade da cerveja.

Figura 2.1. Matérias primas da Cerveja. Adaptado de: Como fazer cerveja, 2009

2.3.1. Agua

Figura 2.2. Agua. Adaptado de:
Cervaleria, 2017

A agua, figura 2.2, é a matéria-prima mais importante no
processo de producdo da cerveja, pois corresponde a
aproximadamente a 92% do seu peso (Costa, 2016; Scheffer et al.,
2013; Heineken, 2014). O conteudo mineral, como o célcio, o cloreto
e os sulfatos presentes na agua podem alterar ndo s6 o sabor, mas
também a cor, 0 aroma e até a aparéncia da cerveja. As carateristicas
das diferentes cervejas séo influenciadas pela composicdo da agua
utilizada na sua producéo. A concentragdo de sais, tais como o célcio

e 0 magnésio vao influenciar a dureza da agua, as aguas com

elevadas concentragfes de sais minerais apresentam maior dureza, sendo indicadas para a producao
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de cervejas mais escuras e fortes, ja as dguas que apresentam uma menor concentracédo destes sais,
sdo indicadas para a producéo de cervejas mais claras e leves (Costa, 2016).

Toda a 4gua deve ser tratada antes de ser utilizada no processo produtivo, ndo sé para a
producdo de cerveja, mas também para o malte, para a limpeza e arrefecimento. Sendo também
necessario para a sua utilizacdo, a realizacdo de algumas analises quimicas, tais como: a cor,
turvacdo, dureza, pH, para que se possa definir o tipo de tratamento a utilizar. Quase todas as
cervejeiras tém o seu proprio ponto de recolha de agua, o que permite conferir a agua diferentes

tratamentos, consoante o tipo de cerveja que sera fabricado (Scheffer et al., 2013; Heineken, 2014).

2.3.2. Malte de Cevada

U
& \ » Casca da Semente: A cevada, figura 2.3, é o cereal mais utilizado

fmtl”era's' vitaminas e na fabricacdo de cerveja. Os grios de cevada s&o
1oras

_ constituidos por uma casca externa, endosperma
Endosperma: Amido e - i i .
Proteina amilaceo e o gérmen. A casca para além de protecao

externa ao gréo, serve também como elemento filtrante
Gérmen:  vitaminas,
minerais, proteinas e

gordura € um tecido de reserva que acumula amido no interior

na etapa de filtragdo do mosto. O endosperma amilaceo

Figura 2.3. Composicéo da Cevada. Adaptado das suas células, sendo este constituido por dois tipos

de: Flores, D. 2015 de moléculas, a amilose e a amilopectina, que sdo

hidrolisadas durante a etapa de producdo de mosto,

compondo o extrato fermentavel (Costa, 2016). O gréo de cevada, deve-se apresentar seco, com alto

teor de amido e baixo teor de proteina, pois as proteinas contribuem para a turvacdo da cerveja
(Scheffer et al., 2013; Heineken, 2014).

O malte é o produto obtido pela germinacéo controlada das sementes, neste caso da cevada,

para uso industrial. E através deste que se determina as caracteristicas da cerveja, pois a combinac&o

correta ira determinar, a cor final, o sabor, a sensacéo na boca e o aroma da cerveja (Schuh & Preci,
2014).

A este processo de germinacdo do malte, designa-se por maltagem e tem como objetivo,
aumentar o contetdo enzimatico dos gréos de cevada através da sintese de enzimas, o que aumenta
o poder diastasico (Costa, 2016). A maltagem é constituida por trés etapas: a molha, germinacéo e
secagem, sendo esta Ultima que determina, a cor, 0 aroma e algumas outras carateristicas do produto
final. Alguns maltes especiais passam igualmente por uma etapa de torrefacéo, o que Ihes confere

uma cor mais escura e um sabor torrado (Costa, 2016).
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2.3.3. Lapulo

O ldpulo, figura 2.4, inicialmente utilizado na producdo de cerveja por

apresentar propriedades antisséticas, € agora também utilizado para dar

amargor, equilibrando desta forma, a dogcura do malte (Ambrosi, 2016). Os

A

compostos amargos do lUpulo sdo os a-acidos, por ser através destes que a

£

o U
e

d
/ cerveja apresenta o seu sabor amargo, para além disso, beneficiam a
estabilidade da espuma e evitam o desenvolvimento de alguns microrganismos

(bactérias gram-negativas). Outra substancia presente no lupulo, séo os 6leos

- essenciais que contribuem para o aroma da cerveja (Costa, 2016; Scheffer et
Figura 2.4. Lupulo i
Adaptado de: al., 2013; Heineken, 2014).
Inbarco, 2016 As diferentes variedades de lUpulo apresentam um sabor e perfil de

aroma proprio, podendo ser classificados em Idpulos de amargor e lGpulos de
aroma. Os lupulos de amargor, sdo ricos em a-acidos, enquanto que os lUpulos de aroma, tém uma
baixa concentracdo de a-acidos e maior teor de dleos essenciais. Desta forma, € possivel escolher
qual o utilizado, conforme o paladar da cerveja pretendida, bem como pelas exigéncias do mercado
(Costa, 2016; Schuh & Preci, 2014).

2.3.4. Leveduras

As leveduras, figura 2.5, utilizadas para a producédo de
cerveja, desempenham um papel importante no aroma e sabor da
mesma (Scheffer et al., 2013). Estes sdo microrganismos eucariontes,
unicelulares que pertencem ao Reino Fungi. Dentro deste grupo de
microrganismos, destaca-se a Saccharomyces cerevisiae, que é

utilizada na producéo de alimentos e bebidas, pela sua capacidade de

converter agucares em etanol e CO2 na auséncia de oxigénio,
,':ic?;;?ado dzé:S'HeineII(eevne,dzu(;iZ' apresentando ainda uma elevada atividade fermentativa, por

conseguir fermentar uma grande variedade de acguUcares (Schuh &
Preci, 2014; Scheffer et al., 2013; Costa, 2016).

As leveduras do tipo Ale sdo habitualmente designadas pelas Saccharomyces cerevisiae, ja
as do tipo Lager, sdo habitualmente designadas por Saccharomyces pastorianus. As do tipo Ale, séo
utilizadas a temperaturas entre 15 °C a 22 °C, sendo consideradas leveduras de fermentacéo de topo,
pois sobem a superficie durante a fermentacdo, formando uma camada extensa, rica em leveduras.
Por outro lado, as leveduras do tipo Lager, utilizam temperaturas entre 7 °C a 15 °C, crescendo de
forma mais lenta e com menos espuma, sedimentando no fundo do fermentador no final do processo
de fermentacao (Schuh & Preci, 2014).

As leveduras utilizam uma ampla variedade de nutrientes para manter o seu crescimento e
consequentemente produzir energia, entre eles destacam-se 0s acUcares e aminoacidos, por
apresentarem uma maior importancia para o desempenho da fermentagéo, e desta forma, para a

qualidade da cerveja (Costa, 2016).
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2.3.5. Outros Produtos:

Durante o processo podem ainda ser utilizados adjuntos como por exemplo, milho e cevada
e ingredientes como: o aglcar amarelo, mel, lactose, xarope de &cer, ervas, especiarias e frutas, de
forma a melhorar o seu aroma e sabor (Teixeira, 2014).

Outros auxiliares tecnolégicos que podem ser adicionados sdo: os antioxidantes,
estabilizantes, estabilizadores de espuma, acidificantes e enzimas, com o intuito de manter ou
melhorar algumas das caracteristicas da cerveja (Schuh & Preci, 2014; Teixeira, 2014; Scheffer et al.,
2013).

2.5. Processo de producéao de cerveja

O processo de producgédo de cerveja consiste numa série de etapas, as mesmas encontram-
se descritas na figura 2.6, sendo o seu principal objetivo converter a fonte de amido em mosto, e o0s

acUcares deste em alcool pela fermentacdo através das leveduras (Ambrosi, 2016).

— - -
TS )
- ‘.C‘s . A A—
=3

Figura 2.6. Processo de Producéo de Cerveja. Adaptado de: Novozymes, 2017c

Legenda: 1 — Silos adjuntos (cereais ndo maltados: cevada, milho, arroz, trigo); 2- Silo Malte; 3- Moinhos; 4-
Agua; 5- Caldeira caldas; 6 — Caldeira empastagem; 7- Filtracdo mosto; 8- Lupulo; 9- Caldeira ebuliio; 10 —
whirpool; 11 — Arrefecedor de mosto; 12- Tanque de leveduras; 13 - Fermentacdo e guarda; 14 — Filtracdo da

cerveja; 15 — Enchimento e distribuicéo.

2.5.1. Maltagem
O processo de producgéo de cerveja inicia-se com a produgéo do malte. O amido presente na
semente do grao, geralmente a cevada, ndo é sollvel em agua, e, por iSS0O passa por um processo

de maltagem. Para tal € necessario que os cereais recebidos sejam limpos de forma a eliminar
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impurezas como, ervas daninhas, palha, pedras, e calibrados segundo o seu tamanho, para que se
obtenha um malte homogéneo.

A maltagem divide-se em trés etapas: a molha, a germinagédo e a secagem (Heineken, 2014).
Apo6s serem limpos, seguem para um tanque com agua, €, devido a sua absorcao estes incham,
iniciando-se o processo de germinacéo dos graos.

Na fase de germinacdo, os grdos sdo enviados para as caixas de germinagdo, onde
permanecem sob as condi¢des ideias de temperatura e humidade, até comecar a surgir as radiculas.
O principal objetivo desta etapa é produzir enzimas, para a degradacdo da parede celular e de
proteinas da matriz, que envolvem os granulos de amido, de forma a que estas estejam disponiveis
para serem utilizadas em etapas posteriores.

ApOs esta etapa os cereais sdo encaminhados para fornos de secagem, a agua é removida
e 0 processo de germinacao € interrompido, transformando-se em malte (Scheffer et al., 2013; Schuh
& Preci, 2014; Heineken, 2014).

Apo6s a producdo do malte, o cereal serd moido, através da acdo de moinhos de martelo ou
rolo, de forma a expor o contetido amilaceo presente no seu interior, para facilitar a acdo das enzimas
na etapa seguinte. As cascas deverdo ser rompidas e nao trituradas, pois as mesmas servirdo como
meio filtrante na etapa seguinte a preparacdo do mosto (Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Scheffer et al.,
2013).

2.5.2. Brassagem

Os cereais j& moidos sdo encaminhados para a caldeira de empastagem que contém agua
guente. Esta mistura € aquecida gradualmente entre 40 °C a 78 °C, para ativar algumas enzimas
presentes no malte, sendo as duas principais a a-amilase e a B-amilase, que sdo responsaveis pela
hidrolise do amido, hidratos de carbono complexos e insolluveis (amilose e amilopectina) em outros
mais simples, que podem ser fermentesciveis ou nao, pelas leveduras durante o processo de
fermentacéo, a hidrolise de proteinas em aminoacidos livres e a degradacéo das cadeias de -glucano
(Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Heineken, 2014).

Na filtracdo, o mosto proveniente da etapa anterior € separado da fracéo insolavel do malte,
sendo o principal objetivo desta etapa, obter um mosto clarificado, ou seja, extrair as substancias ndo
dissolvidas (residuos ou sedimentos) das substancias dissolvidas (mosto). Na tina de filtracao utiliza-
se um fundo falso, que é utilizado para suportar as cascas que vao formar um meio filtrante para o
mosto. O mosto circula nessa tina ate se obter a limpidez desejada, sendo posteriormente removido.
Os graos sdo entdo lavados com agua, a uma temperatura de 78 °C, para aumentar a recuperacao
dos acgucares (Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Scheffer et al., 2013; Heineken, 2014).

Apos a filtracdo, o mosto é fervido até a ebulicdo, de forma a que se obtenha a sua
estabilizacdo. Aqui sdo também adicionados os ltpulos, para que sejam libertados os 6leos essenciais
gue compdem parte do aroma e sabor da cerveja e para isomerizagdo dos a-acidos, que Ihe conferem
0 seu amargor. Nesta fase podem adicionar-se, para além do lapulo, outros ingredientes que vao
proporcionar as caracteristicas organoléticas de cada tipo de cerveja como por exemplo, o caramelo,
acucar, mel, extratos vegetais, entre outros. Com a fervura, além da evaporacéo da 4gua, que leva a
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concentracao do mosto, as temperaturas elevadas vao também permitir a inativagdo das enzimas, a
esterilizacdo do mosto, a transferéncia de compostos amargos e aromaticos do ltpulo, a coagulacédo
de proteinas e a evaporacao de outros compostos volateis indesejaveis (Ambrosi, 2016; Costa, 2016;
Scheffer et al., 2013; Heineken, 2014).

ApoOs a fervura, 0 mosto segue para um novo recipiente, o whirlpool. Aqui a entrada de forma
tangencial a superficie do recipiente, provoca um movimento circular do liquido criando um vértice,
que permite aglomerar as proteinas e o material particulado no centro do tanque. Desta forma, o
residuo composto pelos materiais insolaveis do lUpulo e das proteinas coaguladas durante a fervura,
vao ser separadas do mosto, pois a presenca destas particulas, podem comprometer a qualidade da
fermentacdo (Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Schuh & Preci, 2014).

O mosto entdo separado, segue para uma etapa de arrefecimento. Esta deve ser realizada o
mais rapido possivel, de forma a evitar, ndo s6 a oxidacdo do mosto e a formagdo de aromas
indesejaveis, devido as altas temperaturas, como também a sua contaminacdo (Ambrosi, 2016;
Costa, 2016).

2.5.3. Fermentacéao

Ao entrar nos tanques de fermentacdo, o mosto ja frio é arejado para que as leveduras
adicionadas possam obter oxigénio suficiente para a sua multiplicacdo. Estas séo responsaveis pela
conversao dos aclcares fermentesciveis, principalmente a maltose e glucose, em alcool e didxido de
carbono. A fermentacdo do mosto vai ser influenciada pela sua composicdo, nivel de oxigénio inicial,
concentracdo e viabilidade celular e temperatura de fermentacdo. Nos primeiros dias a levedura usa
0 oxigénio do mosto, cresce e reproduz-se. Quando o oxigénio é consumido, comeca a fase
anaerdbia. E durante esta etapa, que quase todo o extrato fermentescivel é convertido em etanol,
CO:2 e outros subprodutos, tais como: diacetilo, alcoois superiores, aldeidos, ésteres e acidos
carboxilicos, que véo influenciar o sabor da cerveja. Os alcoois superiores e os ésteres, sdo
responsaveis pelas caracteristicas frutadas que algumas cervejas podem apresentar. A temperatura
e o tempo utilizados na fermentac@o vao depender do tipo de cerveja que se pretende produzir
(Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Schuh & Preci, 2014).

2.5.4. Guarda

Apos a fermentacdo a cerveja € maturada. Nesta fase, a maior parte dos agucares ja foi
metabolizada e transformada em etanol, diéxido de carbono, glicerol, acido acético e ésteres. Durante
esta etapa, pode ocorrer uma fermentagcdo complementar da cerveja, resultando em alteracdes do
aroma e sabor e uma clarificacdo da cerveja pela precipitacdo das proteinas, leveduras e solidos
sollveis, a temperaturas muito baixas (Scheffer et al., 2013; Schuh & Preci, 2014).

2.5.5. Filtracéo
ApOs o processo de maturacdo, a cerveja é geralmente filtrada e carbonatada. A filtracdo é
feita através de filtros com auxilio de terra de diatomécea devidamente calcinada e com concentracao

de ferro controlada. O processo de filtracdo permite melhorar a estabilidade microbiolégica, coloidal
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e organolética, uma vez que remove pequenas particulas e células de levedura, deixando a cerveja
clara e brilhante (Ambrosi, 2016; Costa, 2016).

2.5.6. Engarrafamento
ApoOs a filtracdo e a carbonatacdo segue-se a pasteurizacdo e o engarrafamento, sendo a
pasteurizacdo também responsavel pela estabilizagdo microbiolégica da cerveja, permitindo

aumentar o tempo de vida Util da mesma (Ambrosi, 2016; Costa, 2016).

2.6. Producéao de cerveja sem alcool

O consumo de cervejas sem alcool tem aumentado nos dltimos anos, principalmente pelas
novas regras aplicadas a quem conduz, a questdes de salide e a razdes religiosas. No entanto, o seu
baixo perfil aromatico, o sabor doce e a mosto, bem como o seu baixo corpo, faz com que esta nédo
seja bem aceite pelos consumidores (Costa, 2016; Ambrosi, 2016; Catarino & Mendes, 2011).

E durante a fermentacdo que a levedura produz subprodutos, como &lcoois e ésteres, que
vao contribuir para o aroma e sabor da bebida. Ao removermos o alcool da cerveja a Unica diferenca
deveria ser o seu teor alcodlico. No entanto, os diferentes processos de producéo de cervejas sem
alcool podem levar a produtos com caracteristicas bem diferentes, nomeadamente a nivel de sabor
(Costa, 2016; Catarino & Mendes, 2011; Ambrosi, 2016).

Os processos de producdo podem ser classificados em bioldgicos ou fisicos. No caso dos
processos hioldgicos, ocorre a restricdo da formacao do alcool, através de modificacbes no processo
durante a etapa de fermentag&o. J& nos processos fisicos, o etanol é removido da cerveja através da
utilizacdo de técnicas de separacdo, as quais ocorrem apos a etapa de fermentacéo (Costa, 2016;
Catarino & Mendes, 2011; Ambrosi, 2016).

2.6.1. Processos Biolégicos

Na producéo de cerveja sem &lcool pelos métodos biolégicos, a producéo de etanol € evitada
pela alteracdo de uma ou mais etapas durante a producdo da cerveja, seja pela utlizagdo de
ingredientes diferentes ou pela alteracao das condi¢fes do processo. Estes processos séo realizados
em equipamentos tradicionais e desta forma ndo exigem investimentos adicionais. No entanto, a falta
de compostos que sdo formados durante a fermentacao vai afetar as caracteristicas organoléticas da
cerveja, fazendo com que a cerveja permaneca com o sabor doce e a mosto.

Dentro destes processos incluem-se a utilizacdo de leveduras especiais, alteracdo na

producd@o do mosto e fermentacao interrompida/limitada (Ambrosi, 2016; Branyik et al., 2012).

Atualmente na Sociedade Central de Cervejas, € utilizado o método de fermentacdo
limitada/controlada.
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Este processo consiste em conseguir uma baixa concentragdo de alcool na cerveja pela
remocdo da levedura do processo ou pela criacdo de condi¢cbes que limitem o metabolismo da
levedura (Ambrosi, 2016; Costa, 2016).

Na fermentacéo limitada utilizam-se baixas temperaturas, e através de um choque térmico
consegue-se retardar o crescimento ou matar as leveduras, uma vez que se interrompe a fermentacéo
na sua etapa inicial. A remocao das leveduras do meio fermentativo, por centrifugacéo ou filtracdo e
0 aumento de pressédo, sdo também métodos alternativos para se limitar a fermentagéo. No entanto,
quando estes procedimentos sdo aplicados ha uma menor formagdo de ésteres e de &alcoois
superiores, devido a restricdo da formagédo de etanol (Ambrosi, 2016; Costa, 2016).

No caso da fermentacdo controlada séo utilizadas baixas temperaturas, de forma a controlar
0 metabolismo da levedura para néo provocar aromas indesejaveis. Neste caso a formacéao de alcool
€ lenta, assim como outros processos bioquimicos, que conduzem a formacéo de ésteres e alcoois
superiores e compostos carboxilo, conhecidos por contribuir com o sabor a mosto encontrado na

maioria das cervejas sem alcool (Ambrosi, 2016; Costa, 2016).

2.6.2. Processos fisicos

Os métodos fisicos para a remocéao do alcool da cerveja requerem grandes investimentos no
equipamento utilizado, porém apresentam a vantagem de remover o alcool presente da cerveja,
mesmo quando este, se encontra em concentracdes muito baixas (Branyik et al., 2012).

Neste caso o etanol produzido durante a fermentacéo é removido da cerveja através de uma
etapa extra ao processo de producdo. Dentro do processo de producdo de cerveja sem alcool com
recurso a métodos fisicos, existem dois principais: os processos térmicos e a utilizacdo de membranas
(Ambrosi, 2016; Catarino & Mendes, 2011; Branyik et al., 2012).

Os processos térmicos sdo os mais utilizados, uma vez que conseguem remover
praticamente todo o etanol da cerveja, e apresentam a possibilidade de comercializar separadamente
o &lcool, a operacéo é continua e automatica e ocorre num curto periodo de tempo, sendo flexivel em
termos de volume bem como da composi¢do da cerveja. No entanto, para alem dos custos de
funcionamento elevados, este pode provocar alteracbes nas propriedades e caracteristicas do
produto, pelos danos térmicos causados e pela perda de volateis da cerveja. No final de todos os
processos térmicos, a cerveja sem conteldo alcodlico tem de ser diluida com agua isenta de oxigénio
e carbonatada (Branyik et al., 2012).

De forma a evitar as altera¢des provocadas pelos métodos térmicos, podem ser utilizadas
membranas, como substituto destes, tendo a vantagem de apresentar um menor consumo de energia,
sendo operadas a baixas temperaturas, e funcionando de forma automética e flexivel. Este processo
pode apresentar algumas limitacdes nomeadamente, a nivel de custos e funcionamento, e na
seletividade das membranas aos compostos aromaticos.

As principais técnicas de remocao do etanol da cerveja sdo a evaporagéo, a didlise, a osmose
inversa e a destilagdo osmatica (Ambrosi, 2016; Catarino & Mendes, 2011; Branyik et al., 2012).

Na tabela seguinte, 2.1, encontram-se 0s varios processos fisicos e biolégicos, bem como o

seu objetivo e as suas desvantagens.
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Tabela 2.1. Processos de producéo de cervejas sem alcool

Processo Acéo Objetivo Desvantagens
Brassagem a Enzimatica (B-amilases e a- | Inibe a atividade das $-amilases em acUcares fermentesciveis | Pode apresentar
temperaturas amilases) e favorece as a-amilases, convertendo parte do amido em | instabilidade

n elevadas acucares gue serdo menos fermentesciveis pelas leveduras microbioldgica e sensorial
8 Leveduras Leveduras com capacidade | - Saccharomyces ludgwigg (ndo consegue assimiliar a maltose, | Apresentam um  sabor
D especiais de fermentacdo limitada, | que é o principal aclcar fermentavel do mosto cervejeiro) adocicado e elevados
© produzindo menor quantidade | - Saccharomyces cereviseae (modificada genéticamente, para | niveis de acetaldeido,
= de alcool nado produzir uma elevada quantidade de etanol) acetoina e a diacetil
o - Saccharomices rouxi, (consome parte do etanol produzido na
8 fase estacionaria, quando se encontra em condicfes aerobicas)
7
8 Fermentacéo Utilizacao de baixas | Conseguir uma baixa concentracdo de alcool na cerveja pela | Presenca de compostos
o limitada/controlada | temperaturas, para retardar o | remocéao da levedura do processo ou pela cria¢do de condi¢des | carboxilo, conhecidos por
a crescimento ou matar as | que limitem o metabolismo da levedura contribuir com o sabor a
leveduras mosto, reduzindo o nivel
de ésteres e
apresentando uma dogura
elevada
. | Evaporagdo | Temperaturas elevadas Remocao do etanol através da sua evaporacdo. Realizada a | Remocdo de muitos dos
8 uma temperatura pouco mais elevada que a temperatura de | compostos aromaticos
n E ebulicdo do etanol
8 E Destilacdo a | Dispositivo de contra- | O meio de extragdo (por exemplo vapor de 4gua) extrai o etanol | Remocgdo de compostos
D Vacuo corrente de gas-liquido da bebida. aromaticos volateis
L Dialise Separacado por membranas a | Através do gradiente de concentracdo e separadas por uma | Passagem para o fluido
%) baixas temperaturas. membrana permeavel a certas moléculas. dialisante, de élcoois
8 @ Fluxo seletivo de duas | Difusdo do etanol da cerveja para o fluido dialisante, sendo o | superiores e  ésteres,
3 & solugbes com diferentes | etanol continuamente removido do dialisante por destilacéo. devido & baixa massa
O & composicdes molar
S % Osmose Separacado por membranas a | A pressdo hidraulica é maior que a pressdo osmoética da | O produto deve ser diluido
o = inversa baixas temperaturas, | solugdo. As moléculas menores passam através da membrana, | no final do processo, para
utiizando um forca-motriz | como a 4gua e parte do etanol ajustar o teor de alcool e
(presséo hidraulica) dos outros componentes
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Tabela 2.1. Processos de producéo de cervejas sem alcool (continuacao)

Processo Acéo Objetivo Desvantagens

«» | Pervaporagdo | Separagdo por membranas Utiliza a diferenca de pressdo de vapor parcial dos | Devido a afinidade da
n 3 componentes entre os dois lados da membrana, como forga | membrana com  outros
8 g motriz do processo. Para a remocéo do etanol da solugdo | componentes de aroma,
‘» £ utiliza-se uma membrana hidrofdbica. ocorre a remocao quase
i % completa destes juntamente
n com o etanol
8 " Destilacdo Separacado por membranas Separa 0s componentes com diferentes volatilidades. Diminuicdo dos compostos
8 s osmotica A diferenca de pressdo de vapor existente entre os | aromaticos no produto final
o g componentes presentes na cerveja e os da solugdo extratora | que aumenta com o tempo
S c € responsavel pela separacéo do etanol. de contacto
o g SO o0s compostos que apresentam alta pressao de vapor

passam através da membrana

Adaptado de: Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Catarino & Mendes, 2011.
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2.7. Carateristicas Organoléticas da cerveja sem alcool

A avaliacdo sensorial € definida pelo Institute of Food Tecnologists como uma disciplina
cientifica utilizada para evocar, medir, analisar e interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos
e materiais e como elas séo percebidas pelos sentidos do olfato, paladar, tato, audicdo e visdo (IFT,
1981).

A cerveja apresenta um moderado aroma e sabor, sendo o seu equilibrio entre os compostos
volateis e nao volateis responsavel pela aceitacdo da mesma perante os consumidores (Almenar et al.,
2010).

A sua composicdo em ésteres, aldeidos, dicetonas vicinais (VDK’s), acidos organicos, alcoois
superiores, fendis e iso-a-acidos estéa diretamente relacionada com a suas carateristicas organoléticas.
A presenca de compostos indesejaveis que afetam as suas carateristicas € um sério problema para a
industria cervejeira, uma vez que leva a perda da sua qualidade, ou seja, das suas propriedades
sensoriais, nutricionais, quimicas e funcionais (Almenar et al., 2010), o que vai afetar a decisdo do
consumidor (Araujo et al., 2003).

A cerveja sem alcool foi desenvolvida principalmente para atrair os consumidores que apreciam
a sua saude e bem-estar, sendo estrategicamente posicionada entre a cerveja e os refrigerantes.

No entanto, esta ndo parece ser uma bebida atraente para os consumidores em comparacao
com o vinho e a cerveja com alcool, correspondendo atualmente a uma quota de mercado de 2% em
Portugal (Silva, 2017).

Apesar do esforco tecnoldgico para o desenvolvimento de processos alternativos para a
remocdao de alcool, durante este processo existem substancias que inevitavelmente serdo removidas,
causando impacto nas caracteristicas organoléticas da cerveja (Silva, 2017; Branyik et al., 2012).
Enquanto os processos térmicos aumentam a cor da cerveja, 0s processos onde se utilizam
membranas diminuem a cor, o corpo e apresentam um baixo perfil aromatico. J& aquelas que séo
obtidas pela utilizacdo de métodos biologicos tém frequentemente um sabor a mosto. O facto desta
bebida apresentar niveis elevados de mono e dissacaridos, faz com que os off-flavors presentes na
cerveja se intensifiguem (Branyik et al., 2012).

Estas imperfei¢cbes a nivel do sabor conduziram a necessidade de se ajustar 0 seu processo
de producéo ou de se utilizar aditivos no produto final, de forma a melhorar as suas caracteristicas. A
utilizacéo dos processos térmicos e de membrana utilizam frequentemente diferentes técnicas de pds
tratamento e mistura para melhorar a qualidade sensorial e estabilidade coloidal das cervejas sem
alcool, tais como a adicao de levedura fresca seguida da maturagdo da cerveja, ou por mistura desta
com cerveja original (Branyik et al.,, 2012). Como referido, outra alternativa para melhorar as
carateristicas organoléticas sdo os aditivos, sendo os mais utilizados:

e A sacarina: edulcorante com sabor amargo ou metélico, para aumentar o corpo das cervejas
sem &lcool.

e O acido ascorbico: antioxidante, aumento do sabor e da estabilidade coloidal

e O acido latico: conservante com efeitos antimicrobianos, também utilizado para melhorar o
sabor da cerveja, através de uma maior acidez.
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Para além destes aditivos que séo frequentemente utilizados, é também possivel a utilizacéo
de acido citrico (regulador de acidez), metabissulfito de potassio (antioxidante) e caramelo (coloracao).

A adicdo de dextrinas em cervejas tem sido indicada para melhorar o perfil de sabor das
cervejas sem alcool, através da agdo na retencao e/ou percecao de compostos ativos de sabor (Branyik
et al., 2012).
No entanto o uso aditivos ndo é capaz de substituir o0 uso de matérias primas de alta qualidade e um
processo de produgéo otimizado (Branyik et al., 2012).

Se por um lado, a cerveja sem alcool tem a vantagem de ter menos calorias, associado ao facto
de nao ter alcool na sua composicéo, tem a desvantagem de ser menos satisfatéria a nivel organolético

para alguns dos seus consumidores (Silva, 2017).

2.8. Cerveja e a saude

Na cerveja podemos encontrar varias vitaminas e minerais, como potassio, magnésio, célcio e
sodio, essenciais ao organismo. De entre as vitaminas, destacam-se as do complexo B, nomeadamente
o acido félico. Este de particular importancia, ndo sendo encontrado em mais nenhuma bebida destilada
ou fermentada (APCV, 2012a; Scheffer et al., 2013).

Pode-se considerar a cerveja, a bebida alcodlica com uma menor concentracdo de calorias,
em média cerca de seis vezes menos do que as bebidas destiladas, por cada 100 mL (APCV, 2012b).

Por sua vez a cerveja sem alcool é uma bebida relativamente nova ho mercado e considerada
uma bebida saudavel em relacdo a refrigerantes e bebidas alcodlicas, pois para além de apresentar
uma baixa composicdo calorica, por ndo apresentar teor alcodlico, como podemos ver na tabela 2.2,
contem vdrias vitaminas do complexo B, amino&cidos, minerais e hidratos de carbono (Silva, 2017).

Tabela 2.2. Tabela nutricional Cerveja e Cerveja sem Alcool

Composicio Cerveja Branca Cerveja sem élcool
(100 mL) (100 mL)
Valor Energético 39 kcal 22 kcal
Lipidos <0,10¢g <0,10¢g
Dos quais saturados <0,10¢g <0,10¢g
Hidratos de Carbono 319 49¢
Dos quais agUcares 0,2¢g 2649
Proteina 0,2g 0,39
Fibra Alimentar <0,3g <0,39g
Alcool 5,0% 0,3%
Sal 0,01g 0,00g

Adaptado de: SCC, 2017d; SCC, 2017e

A cerveja, sendo considerada por muitos como um vicio e ndo como um constituinte de uma

alimentacéo e estilo de vida saudavel, quando consumida em moderagéo, por pessoas que nao tém
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restricBes quanto ao consumo de alcool, pode trazer beneficios e proteger contra algumas doengas
(O’Sullivan, 2012). Embora 0 seu consumo excessivo possa trazer problemas a nivel do sistema
nervoso, digestivo, problemas cardiacos e cancro. O seu consumo moderado pode trazer benéficos
para a salde que incluem: os 0ssos mais fortes, protege contra as doengas cardiacas, incluindo
presséo arterial e colesterol, diabetes, Ulceras, diversos tipos de cancro, melhor fungéo cognitiva na
velhice e reduz a degeneracdo muscular induzida pela idade (O’Sullivan, 2012; Bamforth, 2002; Silva,
2017).

Devido as preocupagfes com alcool e condugao, por preocupacdes com a sadde e por motivos

religiosos, a cerveja sem alcool tornou-se mais presente no mercado (Silva, 2017).
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Capitulo 3:

Enzimas
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3. Enzimas

3.1. Definicao

As enzimas sdo proteinas especializadas, que apresentam propriedades cataliticas e em
pequenas quantidades aceleram reacdes quimicas. Estas sao produzidas por organismos vivos de
forma a potenciar um conjunto diverso de reacdes necessdrias para a vida, ou seja, sdo catalisadores
biol6gicos altamente especificos (Novozymes, 2017a; Novozymes, 2017b). As enzimas estdo
envolvidas em todos 0s processos essenciais para a vida, como a replicagdo e transcricdo de ADN,
sintese proteica, metabolismo, regulacdo celular e transducdo de sinal muitas vezes através de
quinases e fosfatases. Algumas enzimas consistem apenas em proteinas, mas a maioria delas contém
componentes ndo proteicos adicionais, como metais, fosfatos, hidratos de carbono, lipidos ou outros
componentes organicos (Chaudhary et al., 2015; FIB, 2011).

3.2. Mecanismo

Quimicamente as enzimas apresentam um centro ativo, parte proteica, designada por
apoenzima, e, algumas vezes um grupo nao proteico, cofatores, que catalisam a reacdo enzimatica. A
este conjunto da-se o nome de haloenzima (FIB, 2011; Motta, 2007) e encontra-se representado na
figura 3.1.

Substrato

5
'

+ opg—

Cofator (parte néo
proteica)

Apoenzima (parte proteica) Haloenzima

Figura 3.1. Descricéo da enzima. Adaptado de: Sobiologia, 2017

Os cofatores podem ser classificados em dois grupos diferentes (FIB, 2011):

e Os especificos que sdo compostos organicos de baixo peso molecular e estrutura complexa e
gue participam na reacgéo transportando determinados grupos quimicos.

e E os ativadores que s&o ides inorganicos que levam a formagdo do complexo ativo sem
participarem na reacao.
As haloenzimas apresentam a capacidade de reagir com determinados constituintes das

células, substratos, formando complexos ou compostos com ligacdes covalentes.
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Uma das carateristicas mais importantes das enzimas € a sua alta especificidade enziméatica.
Na enzima apenas uma fragado da molécula é denominada como centro ativo, sendo responsavel pela
ligacdo da enzima ao substrato ou substratos. Essa especificidade esta relacionada com o facto de
tanto as enzimas como o0s substratos serem complementares geometricamente. De forma a explicar
essa especificidade foram propostos dois modelos (FIB, 2011; Ferreira et al., 2009; Motta, 2007)

O primeiro, proposto por Fisher em 1890, (Motta, 2007), e que pode ser comparado com um
conjunto chave-fechadura, figura 3.2. A chave é representada pelo substrato, e, que se deve ajustar a
fechadura, a enzima (FIB, 2011; Ferreira et al., 2009). As substancias que ndo encaixam no centro
ativo para formar um complexo enzima-substrato, ndo reagem, mesmo que apresentem grupos

funcionais idénticos ao do substrato verdadeiro (Motta, 2007).

ES7 aivo . . ;

Figura 3.2. Modelo Chave-fechadura. Adaptado de: Gallo, 2017

O segundo modelo, Modelo do encaixe induzido, figura 3.3, foi proposto por Koshland em
1958, este apresenta-se como um modelo mais flexivel de interacdo enzima-substrato. Neste caso, 0s
centros ativos das enzimas ndo estdo completamente pré-formados e a interacdo inicial do substrato
com a enzima induz a uma alteragdo da conformacdo da enzima. Isto irA promover um novo
posicionamento dos aminoacidos para que se forme um centro ativo e a estrutura correta para interagir

com os grupos funcionais do substrato (Motta, 2007).

E Sﬁv”ém | +
@k

Conformacao
estado de transu;ao

Figura 3.3. Modelo Encaixe Induzido. Adaptado de: Gallo, 2017

Por outro lado, existem alguns compostos denominados inibidores que tém a capacidade de

se combinar com determinadas enzimas, levando & inibicdo da reacdo enzimatica, sendo que esta
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inibicdo pode ser reversivel ou irreversivel, o seu funcionamento encontra-se representado na figura
3.4.
e Reacao reversivel, quando entre a enzima e a substancia inibidora existir um equilibrio
caracterizado por uma constante de equilibrio que mede a afinidade da enzima com o inibidor.
e Reacdo irreversivel é quando o inibidor e a enzima formam um composto estabilizado pela
formacao de ligagBes covalentes, sendo que neste caso a enzima ndo pode ser separada desta

substancia inibidora pelos métodos de separagéo, como dialise ou diluicao (FIB, 2011; Ferreira

et al., 2009).
Inibidor :)
Centro
ativo
= >
Enzima

Enzima liga-se ao Inibidor
inibidor compete com

0 substrato

Figura 3.4. Inibidores enzimaticos. Adaptado de: Novozymes, 2017b

A desnaturacdo das enzimas pode ocorrer por diferentes formas, como a mudanc¢a do pH ou
por calor, perdendo desta forma a sua atividade. Grande parte das enzimas sdo destruidas por

aguecimento entre 70 °C a 80 °C, durante um determinado intervalo de tempo (FIB, 2011).

3.3. Fatores que influenciam a atividade enzimatica

S&o varios os fatores que podem influenciar a velocidade das rea¢Bes enzimaticas, como a
temperatura, o pH, a atividade da agua e a presséo, para além da concentracdo do substrato e de
enzima (Novozymes, 2017a; FIB, 2011; Motta, 2007).

3.3.1. Concentracdo de enzima e substrato

Se por um lado a velocidade maxima da reacdo ocorre em funcdo da quantidade de enzima
gue se encontra disponivel, aumentado proporcionalmente com a adicdo de mais enzima. Por outro, o
consumo do substrato pela enzima leva a que a velocidade da reacéo seja diretamente proporcional &
sua concentracdo. Quando a velocidade da reacdo se torna constante, significa que a adicdo de mais
substrato ndo aumenta a velocidade, passando esta a depender de outros fatores. Se a quantidade de
substrato for suficientemente grande para saturar todas as zonas cataliticas da enzima, o substrato

passa a existir apenas na forma enzima-substrato (Motta, 2007).
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3.3.2. Temperatura

A velocidade da reacdo é diretamente proporcional ao aumento da temperatura, ou seja,
inicialmente com o aumento da temperatura, a atividade molecular aumenta, até atingir uma
temperatura 6tima e aumentando a formagéo do complexo enzimatico. No entanto, com o aumento
continuo da temperatura, ira levar a uma inativagdo da enzima, causada pela desnaturacao da proteina
pelo calor (FIB, 2011; Motta, 2007).

3.3.3. pH

O valor de pH no qual a atividade da enzima é maxima é designado por pH 6timo, variando de
enzima para enzima, a sua mudanca drastica pode levar a desnaturacdo de muitas enzimas.

A influencia do pH na catélise enzimdtica esta relacionada com o estado de ionizagéo de
aminodacidos no centro ativo da enzima e que sao essenciais a essa catalise. A atividade enzimatica
pode ser reduzida pela perda de um protao, se o meio for suficientemente alcalino, para além disto, os
substratos podem também ser afetados. Se um substrato apresentar um grupo ionizavel, as alteracées
no pH véao afetar as ligacdes do substrato ao centro ativo da enzima. As alteracBes nos grupos

ionizaveis podem modificar a estrutura terciaria das enzimas (Motta, 2007).

3.3.4. Atividade da agua

A atividade da 4gua é outro fator que vai influenciar a velocidade das rea¢c8es enzimaticas, pois
na auséncia de agua, as enzimas tornam-se mais estaveis ao calor e mais sensiveis a medida que o
teor de humidade aumenta (FIB, 2011).

3.3.5. Presséo

A pressdo também pode influenciar a velocidade das reagfes enziméticas, no entanto, € pouco
utilizada para controlar essas reagfes. A pressao é capaz de desnaturar ou modificar proteinas, ativar
ou ndo enzimas e alterar as intera¢des substrato-enzima, pequenas altera¢cdes no centro ativo podem
levar & perda de atividade de algumas enzimas. Como a desnaturagdo proteica esta relacionada com
mudancas na sua conformacéo, a pressdo pode afetar a funcionalidade bioquimica da enzima, por
exemplo através do aumento ou perda da atividade biol6gica e das mudancas especificas do substrato
(FIB, 2011; Menezes et al., 2008).

3.4. Tipos de enzimas

Em 1956 a Comisséo Internacional de Enzimas estabeleceu critérios para a sua nomenclatura
e classificagdo, de forma a evitar que a mesma enzima estudada por investigadores diferentes, tivesse
uma nomenclatura aleatéria (Ferreira et al., 2009).

Desta forma as enzimas foram divididas em seis classes e agrupadas de acordo com o tipo de
reacdes que catalisam, como: as oxidorredutases, as transferases, as hidrélases, as isomerases e as
ligases (Ferreira et al., 2009: FIB, 2011). Esses grupos e as suas fun¢des encontram-se descritas na
tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Tipos de enzimas e as suas fungdes

Enzimas Funcéo
Oxidorredutases Catalisam reacdes de oxido-reducéo.
Catalisam a transferéncia de grupos funcionais,
Transferases como os grupos amina, carboxilo, fosfato, de um

composto para outro.
Catalisam reac6es de hidrdlise de ligacao

Hidrélases
covalente
Catalisam a adicdo de grupos para formar
Liases duplas ligacbes ou a remocdo de grupos
deixando a dupla ligacéo
Catalisam a transferéncia de grupos de uma
Isomerases . .
posicdo para outra, na mesma molécula.
Enzimas que causam a degradacéo da molécula
. de ATP, usando a energia libertada nesta
Ligases

reacdo para a sintese de novos compostos,
unindo duas moléculas.

Adaptado de: FIB, 2011; Ferreira et al., 2009; Novozymes, 2017a.

3.5. Enzimas na industria alimentar

O Regulamento (CE) 1332/2008 define enzimas alimentares como um produto obtido de
vegetais, animais, microrganismaos ou respetivos produtos, incluindo produtos obtidos por um processo
de fermentacdo que utiliza microrganismos, que contenha uma ou varias enzimas capazes de catalisar
uma reacdo bioquimica especifica e que seja adicionada a um género alimenticio com o intuito de
desempenhar uma funcdo tecnolégica em qualquer fase do fabrico, transformacédo, preparacéao,
tratamento, embalagem, transporte ou armazenamento de géneros alimenticios (Regulamento
1332/2008).

As primeiras aplicacdes enziméticas remontam a 6.000 aC, com a producdo de cerveja,
panificacdo e fabricacéo de queijo e vinho (Chaudhary et al., 2015). No entanto apenas no século XIX,
as varias conversdes biologicas foram atribuidas a acao enzimatica (Vicente, 2016).

A principal fonte de enzimas comerciais, atualmente, sdo 0s microrganismos. Embora estes
ndo apresentem as mesmas enzimas que as plantas ou 0s animais, consegue-se encontrar
microrganismos capazes de produzir uma enzima semelhante, que ird catalisar a reacdo desejada. Os
fabricantes de enzimas tém melhorado os microrganismos, quer por selecdo natural quer por técnicas
de reproducéo classicas, de forma a catalisar as reacdes desejadas, quer por modificacdo genética
(Chaudhary et al., 2015).

A capacidade que as enzimas apresentam de realizar transformagbes quimicas muito
especificas, atuando como catalisadores e transformando matérias primas em produtos alimentares
melhorados, faz com que estas sejam muito Uteis em processos industriais, nomeadamente
alimentares (Chaudhary et al., 2015; FIB, 2011).

As enzimas ajudam a melhorar a qualidade do produto, o tempo de prateleira, a frescura, a
aparéncia, funcionalidade, o valor nutricional e o aroma de muitos produtos alimentares (Ermis, 2017).

Podendo ainda ser utilizadas na cozedura, na produgdo de bebidas alcodlicas, vinicultura, sumos de

35



Ana Sofia Pontes Calado

AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL

fruta, lacticinios e derivados, panificacdo, gorduras e 6leos e na producao de cerveja (Chaudhary et al.,
2015; FIB, 2011).

A utilizacdo de enzimas na fabricacé@o de cerveja, tive inicio no século XX, quando em 1911,

Leo Wallerstein, patenteou a utilizacao da papaina, uma protease acida, encontrada nas papaias e,

gue quebra as proteinas da cerveja, conseguindo desta forma melhorar a estabilidade coloidal, sendo

atualmente utilizada (Vicente, 2016.).

Sao varias as enzimas que atuam durante o processo de producdo de cerveja, tais como

(Vicente, 2016):

As a-amilases e as B-amilases que catalisam a reacdo de hidrélise do amido em dextrinas e
aclcares fermentesciveis.

As B-glucanases e Xilanases, catalisam a hidrélise de polissacarideos presentes na parece
celular em oligossacarideos, degradando a parede celular do malte.

As enzimas proteoliticas, como as endopeptidases, papaina, proline specific endoprotease
(PSEP); transglutaminase, hidrolisam ligacGes peptidicas entre aminoacidos, tendo como
objetivo assegurar a fermentacao. A degradacéo proteolitica durante a maltagem e a trituracao,
permite ndo s6 a libertacdo dos aminoacidos e dos di-peptidios, como nutrientes para as
leveduras, como também permite o acesso ao amido.

A acetolactato descarboxilase, € utilizada como uma enzima de maturacdo, esta enzima
catalisa a descarboxilacdo do a-acetolactato a acetoina, reduzindo assim a formacéo de

diacetilo no final da fermentacéo.

Atualmente a utilizacdo de enzimas é um procedimento habitual em muitas cervejeiras, isto

porque, promove: uma maior extracdo de matérias primas; processos mais rapidos e simples; maior

flexibilidade na escolha de matérias primas; maior flexibilidade na escolha de processos; melhor

gualidade do produto final e mais oportunidades para criar novos produtos (Novozymes, 2017a).
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3.6. Glucose oxidase

Glucose oxidase, figura 3.5, € uma enzima pertencente ao grupo das
oxidorredutases e que oxidam a glucose (Chaudhary et al., 2015; FIB, 2011).

E uma enzima de origem fungica, utilizada em aplicagdes industriais
desde o inicio dos anos 50, nomeadamente do género Aspergillus e

Penicillium. O Aspergillus niger é a mais utilizada na produgdo de glucose

oxidase, no entanto é o Penicillum amagasakiens que apresenta uma cinética

‘g’, mais vantajosa na oxidacao da glucose em relacéo ao Aspergillus niger.
Figura 3.5. RepresSentacao
da glucose oxidase.

Adaptado de: Tribstetal., glucose (B-D-glucose) em &cido glucénico, utilizando oxigénio molecular e
2014

A glucose oxidase € uma glicoproteina que catalisa a oxidacdo da

com simultanea producao de peroxido de hidrogénio (H20:2) (Bankar et al.,
2009; Schmidtke et al., 2011, Sisak et al., 2006).
Esta reacdo é composta por duas reacdes simultineas, uma de reducéo e outra de oxidacao,
e, que se encontram representadas na figura 3.6. No passo da reducéo, a glucose oxidase catalisa a
oxidacdo da B-D-glucose em D-glucono-d-lactona. Posteriormente o anel dinucledtido de flavina
adenina (FAD), cofator da glucose oxidase é reduzido a FADH2. Na reacdo de oxidacdo, a glucose
oxidase é reduzida e reoxidada pelo oxigénio molecular para produzir peréxido de hidrogénio, deste, e
pela acdo da catalase, produz-se 4gua e oxigénio (Bankar et al., 2009; Schmidtke et al., 2011; Sisak et
al., 2006).

f'““ r”” j("{
”/l;ﬂ OH | Glucose-oxidase H A e WO | H H e
4 % 0 emn — em—r k H COOH

oi H OH OH
HO H HO HO

OH H OH H OH
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Figura 3.6. Reacgédo da Glucose oxidase. Adaptado de: Bankar et al., 2009

Varios séo os parametros que podem afetar a producédo da enzima pelo microrganismo, tais
como a fonte de carbono e nitrogénio, a utilizacdo de carbonato de célcio como um indutor, o efeito do

arejamento, do pH e da temperatura do meio (Bankar et al., 2009).
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Por sua vez, a reacao de oxidagéo da glucose a acido glucénico, depende da concentracdo da
enzima, do pH, da concentracdo de oxigénio dissolvido, bem como da temperatura do processo
(Schmidtke et al., 2011).

3.6.1. Oxigénio molecular
O oxigénio molecular € um requisito essencial para a atividade da glucose oxidase, devendo
ser aplicado no mosto durante o tratamento enzimatico. A agitacdo ajudara a que haja dispersao das

bolhas de oxigénio, o que aumentard a atividade da glucose oxidase (Schmidtke et al., 2011).

3.6.2. Temperatura

Em relagdo a temperatura 6tima, (Schmidtke et al., 2011) verificaram que a oxidacao da glucose
ocorre mais rapidamente a uma temperatura de 20 °C do que a 30 °C. Outros estudos como (Tribst &
Cristianini, 2012) referem que a atividade 6tima da glucose oxidase ocorre a 50 °C.

A utilizacdo de temperaturas mais baixas, tem vantagens a nivel de processamento, uma vez
gue, se consegue niveis mais elevados de oxigénio dissolvido no mosto e um menor crescimento de

microrganismos (Schmidtke et al., 2011).

3.6.3. pH

O intervalo de pH mais eficiente para oxidar a glucose a acido glucoénico, segundo Schmidtke
et al., 2011, encontra-se entre 5.5- 6.0 e valores de pH inferiores reduzem esta conversdo em 75%,
devido a inibicdo da atividade enzimética pelo meio acido. O estudo de Tribst & Cristianini, publicado
em 2012, mostrou que a glucose oxidase era estavel a um pH entre 3,5 -7,0. Para Bankar et al., (2009)
o pH étimo da enzima proveniente de A.niger encontrava-se entre 3,5 e 6,5, j4 a proveniente de P.
amagasakiense, apresentava um pH étimo entre 4,0 e 5,5.

Segundo Schmidtke et al., 2011, a glucose oxidase € uma enzima bastante instavel sendo

desnaturada a temperaturas superiores a 60 °C ou em solu¢des com um pH inferior a 4,0.

3.6.4. Glucose oxidase na industria alimentar

Atualmente a glucose oxidase tem inimeras aplica¢des na industria alimentar, (Bankar et al.,
2009), a sua grande utilidade em diversas areas desencadeou Vvarias pesquisas para procurar novas
fontes de glucose oxidase por outras espécies de fungos e insetos, de forma a satisfazer a procura por
propriedades melhoradas, como uma maior atividade catalitica (Wong et al., 2008).

A glucose oxidase utilizada na industria alimentar, normalmente, apresenta também na sua
mistura catalase, uma vez que as duas enzimas sdo encontradas juntas na parede celular do micélio.
A sua separacao é dispendiosa e ndo é essencial para ser utilizada em géneros alimenticios, para além
de que ajuda na degradacao do peréxido de hidrogénio, produzido pela glucose oxidase (Wong et al.,
2008).
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Sendo considerado como segura (GRAS), segundo a classificacdo da FDA (FDA, 2015) é
frequentemente utilizada em diversas industrias alimentares e classificada como tendo propriedades
antioxidantes, conservantes e estabilizadoras. Para além disto o &cido gluconico, produzido pela
oxidacdo da glucose, é seguro para consumo humano, ndo tendo sido especificado nenhum limite de
ingestdo diaria aceitavel pela OMS (Wong et al., 2008).

Na panificacdo a glucose oxidase € um oxidante eficaz para a producdo de pao com uma
textura melhorada e maior volume. Na producéo de ovo liofilizado, a glucose oxidase é utilizada na
remocdo da glucose do ovo, antes da secagem, evitando desta forma reacfes de Maillard, como
resultado das reacdes entre os aminoacidos e os agucares redutores, 0 que ira provocar formacédo de
compostos com sabor indesejavel. Para além disto, a remocdo da glucose permite aumentar a
tolerancia microbiana e a vida Util do alimento. Ja no caso da maionese por ser um alimento rico em
gordura, a presenca de oxigénio leva a uma oxidacao lipidica, causando deterioracdo e sabor a ranco.
Em alimentos enlatados, embalados ou engarrafados, o oxigénio promove o crescimento bacteriano,
sendo por isso importante remové-lo. O facto de a glucose oxidase consumir 0 oxigénio para poder
produzir o acido gluconico, torna-a um antioxidante e conservante utilizado em muitas aplicacdes
alimentares (Bankar et al., 2009; Wong et al., 2008).

A glucose oxidase, é apontada como tendo um efeito oposto contra certos patogénicos que
podem ser transmitidos pelos alimentos, como Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni e Listeria monocytogens, apresentando por isso um
efeito de conservante (Bankar et al., 2009).

Na producédo de vinho, a glucose presente no mosto € importante para a producdo de alcool
pelas leveduras, durante a fermentacéo. A adicdo desta enzima no mosto antes da fermentacao, faz
com gue a quantidade de glucose seja reduzida, pela conversdo em acido gluconico, o que resulta num
menor teor alcodlico. Para além disto, o peréxido de hidrogénio produzido vai atuar como bactericida,

tendo um efeito conservante no vinho (Wong et al., 2008).
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Capitulo 4:

Metodologia
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4. Metodologia

4.1. Objetivos

Como foi referido anteriormente a remocdo do alcool da cerveja tem impacto nas suas
carateristicas organoléticas, pela remo¢do de compostos aromaticos juntamente com alcool,
promovendo a dogura e o sabor a mosto. Isto leva a que muitas indUstrias cervejeiras recorram a adicao
de acidos ou aromatizantes para melhorar as carateristicas das suas cervejas sem alcool. No entanto,
0 uso aditivos ndo é totalmente eficaz, pois ndo é capaz de substituir a utilizacdo de matérias primas
de alta qualidade e um processo de producéo otimizado.

De forma a Sociedade Central de Cervejas e Bebidas melhorar as caracteristicas da sua
cerveja sem alcool, estudou-se a utilizacdo de uma enzima na sua producdo. Essa enzima, glucose
oxidase, é atualmente utilizada em diversas areas da indUstria alimentar, nomeadamente na producéo
de vinhos sem alcool.

A oxidacdo da glucose a acido gluconico, pela adicdo da enzima, promove a:

e Reducdo do teor alcodlico: uma vez que as leveduras que mais tarde terdo contacto com a

cerveja, vao ter uma menor quantidade de acUcar para fermentar;

e Melhoria das caracteristicas organoléticas: esta conversdo leva a uma diminui¢cdo da dogura e

do sabor a mosto, caracteristico destas cervejas, aumentando por sua vez a acidez sem
necessidade de recorrer & adicdo de &cidos.

4.2. Monitorizagcdo da reagcéo enzimatica

A adicdo desta enzima no mosto da cerveja, promove a redugéo da glucose a acido glucénico,
pela reacéo representada na figura 4.1.

Acido Glucénico ’1\ by H:0: [—
\/ gl DN

Y

Glucose oxidase I Catalase

Glucose | J/”jh\___EI‘_./ |

Figura 4.1. Oxidag&o da glucose pela glucose oxidase. Adaptado de: Vicente, 2016

De forma a que seja possivel verificar a acdo da enzima no mosto, e, a eficaz converséo da
glucose a &cido gluconico ao longo do tempo de ensaio, foi necessario:

e Monitorizar o0 pH: uma vez que a formagéo de acido gluconico leva a uma diminui¢cao do pH;

43



3 Ana Sofia Pontes Calado )
AVALIACAO DE UM NOVO PROCESSO DE PRODUCAO DE CERVEJA SEM ALCOOL

e Monitorizar o oxigénio dissolvido no mosto: uma vez que a enzima necessita de oxigénio para

oxidar a glucose, deve-se verificar uma diminui¢céo dos niveis de oxigénio no mosto no decorrer
do ensaio.

4.3. Metodologia geral dos ensaios

Inicialmente foi feito um esquema geral dos ensaios, como podemos ver pela figura 4.2, sendo

mais tarde este esquema adaptado especificamente a cada ensaio.

Recolha de mosto Adicdo da enzima Recolha de amostras

o Medic&o pHe O, Medic&o pHe O,
Vaurante o ensaio (Amostra - com (Padrao - sem
enzima) enzima)

Figura 4.2. Esquematizacéo geral dos ensaios

O mosto foi recolhido em zonas de producéo e transferido para o laboratério. J& em condicdes
laboratoriais 0 mosto foi transferido para recipientes apropriados consoante o ensaio a realizar (os
mesmos encontram-se descritos no capitulo seguinte). Foram recolhidas amostras regulares (=10 mL)
ao longo do tempo de ensaio, para medi¢cdo do pH e do oxigénio do mosto. Todos 0s ensaios foram

realizados em duplicado e comparados com uma amostra padrao.

4.4. Metodologia dos equipamentos utilizados em laboratério

Para a realizacdo dos varios ensaios, para além do material corrente de laboratério, foram
utilizados varios equipamentos de forma a garantir que algumas das condig¢8es utilizadas em producao

fossem conseguidas a escala laboratorial.
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Potenciémetro (Crizon OLPZ1 - pH meter)

Utilizado para monitorizar o pH do mosto e representado na figura
4.3. Dependendo do ensaio realizado, recolheu-se = 10mL de mosto para
um copo de precipitag&o e colocou-se o sensor, ou colocou-se a extremidade

do sensor dentro da amostra.

Figura 4.3.
Potenciometro de pH

Medidor de Oxigénio (Orbisphere 6101 TPO Analyzer)

Utilizado para a medigao do oxigénio dissolvido no mosto e do headspace

(espaco vazio) na garrafa, figura 4.4.

Figura 4.4. Orbisphere
6101 TPO Analyzer

Medidor de Oxigénio (Mettler Toledo)

Utilizou-se um medidor de oxigénio, de forma a medir o oxigénio
dissolvido no mosto, representado na figura 4.5. Dependendo do ensaio
realizado, recolheu-se =10 mL de mosto para um copo de precipitacdo e

colocou-se o sensor, ou colocou-se a extremidade do sensor dentro da amostra. )
Figura 4.5. Medidor

de oxigénio
Banho-Maria (Lauda RE120)

O banho-maria, figura 4.6, foi utilizado em alguns ensaios para manter

as amostras a uma temperatura constante durante o decorrer do ensaio.

Figura 4.6. Banho-Maria
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Banho Termostatico (Memmert — WB14)

O banho termostético, figura 4.7, foi utilizado para pasteurizar

as amostras. As garrafas que continham as amostras foram colocadas

num banho de agua. A temperatura utilizada foi definida para cada

. Figura 4.7. Banho termostatico
ensalo.

Banho de 6leo (Memmert — ONE14)

Em alguns ensaios foi utilizado um banho de éleo a 90 °C e 95
°C, figura 4.8, dependendo do ensaio realizado. Os frascos Schott

foram colocados no banho de éleo com o objetivo de pasteurizar as

amostras a temperaturas mais elevadas. Figura 4.8. Banho de 6leo

Brassin - Banho com Sistema de Agitacdo (Cannogate CT4)

Utilizado para analisar a reacdo da enzima ao ser adicionado
na etapa da brassagem. Pesou-se 50 g de malte em copos de inox.

Colocou-se o0s copos neste banho, figura 4.9, e adicionou-se

aproximadamente 100 mL de agua. As amostras permaneceram ai 1 Figura 4.9. Banho com Sistema
de Agitacdo

hora a 70 °C, sendo depois retiradas.

Espectrofotémetro (Shimadzu — UV- 1603) i

Utilizou-se o espectrofotometro, figura 4.10, para determinar =

a percentagem de reducédo da glucose no mosto por acéo da glucose

oxidase. T

Figura 4.10. Espectrofotometro
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Capitulo 5:

Parte Experimental
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5. Trabalho Experimental

Durante o periodo de estagio foram realizados ensaios em laboratério, de forma a avaliar a
resposta da enzima as varias condi¢cfes aplicadas e analisando a viabilidade da sua aplicagcdo num
posterior processo industrial. Os ensaios incluiram:

e A caraterizacdo do mosto
e Ensaios com glucose oxidase. Onde se testou:
o Condicbes 6timas da enzima
o Temperatura utilizada em processo de producédo, sem agitacédo, em tubos EBC.
o Temperaturas, arejamento e quantidade de enzima, utilizando frascos Schott.
e Inativacdo da enzima, por:
o Pasteurizacéo
o Adicdo da enzima numa fase em que simulou a brassagem com posterior
fervura do mosto.
e Determinacao da concentracédo da glucose no mosto com e sem adi¢do da enzima

e Ensaio organolético

Os varios ensaios realizados bem como o0s seus resultados, encontram-se descritos

seguidamente.

5.1. Caraterizacdo do mosto

Antes de se proceder a realiza¢do do ensaio com adi¢do de enzima, analisou-se o pH e o nivel

de oxigénio presentes no mosto.

5.2.1. Metodologia

O mosto foi recolhido para tanquetas (idénticas as da figura 5.1) ap6s a sua fervura, na
brassagem. Em laboratdrio transferiu-se o mosto das tanquetas para copos de precipitacdo de 2 L.
Com uma pipeta de 200 mL encheu-se 10 garrafas de 20 cL e transferiu-se =10 mL para copos de
precipitacdo e mediu-se o pH. As 10 garrafas foram encapsuladas e mediu-se o oxigénio dissolvido no
mosto e no headspace de duas garrafas no Orbisphere 6101 TPO Analyzer, ficando as restantes
guardadas na camara de refrigeracéo, de forma a conservar o mosto. No dia seguinte, as garrafas
foram pasteurizadas, na linha de Pasteurizacdo. Apos 24 e 48 horas mediu-se novamente o pH, o
oxigénio dissolvido no mosto e no headspace.

Na figura 5.1 encontra-se representado o esquema deste ensaio.
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Figura 5.1. Ensaio para caracterizacdo do mosto

5.2.2. Resultados e discusséo

Pela andlise dos resultados apresentados na tabela 5.1, podemos ver que o valor de pH
aumentou do dia 1 de ensaio para o dia 2, nas duas amostras analisadas.
Do dia 2 para o dia 3 de ensaio, verifica-se que os valores de pH das duas amostras analisadas se
mantém praticamente constantes. Comparando a amostra 1 analisada no dia 2 com a mesma amostra
analisada no dia 3, verifica-se que existe uma variacdo de 0,03 e na amostra 2 ndo existiu qualquer
variacdo no valor.

Em relacdo aos resultados obtidos na andlise do oxigénio dissolvido no mosto, podemos
verificar que nas duas amostras o valor diminuiu do dia 1 para o dia 2 de ensaio e aumentou na medi¢ao

realizada apdés a pasteurizacdo, 0 mesmo aconteceu com o oxigénio presente no headspace da garrafa.

Tabela 5.1. Caracterizagdo do Mosto - Resultados pH e oxigénio do mosto

Dia 2 Dia 3
Dia 1 L 24 horas ap6s
antes Pasteurizacéo . ~
Pasteurizagao
Amostral | Amostra2 | Amostral | Amostra2 | Amostral | Amostra 2
pH 5,34 5,34 5,51 5,43 5,48 5,43
Oxigénio
dissolvido 1,16 1,52 0,195 0,579 0,646 0,980
no mosto
hce’;'jgsep”;g o 0,105 0,137 0,018 0,052 0,058 0,088

Pela andlise da tabela acima, podemos perceber que o valor de pH se mantem praticamente
estdvel em todas as medicdes, existindo apenas um ligeiro aumento do dia 1 para o dia 2, que pode
estar relacionado com a temperatura em que ocorreu a medi¢éo, dia 1 a 20 °C e dia 2 a 10 °C. No dia
2 e no dia 3, as medicdes foram realizadas a mesma temperatura (10 °C), sendo os resultados
constantes na amostra 2. Na amostra 1 a variacdo de 0,03 na medi¢do encontra-se dentro do desvio
associado ao potenciometro de pH (0,04). Estes resultados encontram-se de acordo com Dotro et al.
(1994) que diz que o pH varia conforme a temperatura.

Sao os resultados do oxigénio, tanto o dissolvido no mosto como o presente no headspace,
gue apresentam maiores variagdes. Esta variagdo pode ser explicada, pelo facto de a temperatura ser

mais elevada no dia 1 (20 °C) e mais baixa no dia 2 (10 °C). Temperaturas mais elevadas levam a um
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aumento da presenca de oxigénio (Schmidtke et al., 2011), o que se pode comprovar pelos resultados
obtidos. J4 do dia 2 para o dia 3 0 aumento dos niveis de oxigénio, nas duas amostras, pode estar
relacionado com o facto da amostra ter sido pasteurizada. Segundo Garcia-Torres et al. (2009), o
oxigénio presente nos alimentos leva a reac¢bes de oxidagdo, sendo agravadas pelo aumento da
temperatura durante a pasteurizacdo. Para Pickering et al. (1998) uma mudanca de temperatura
significa uma mudanca na concentracdo de oxigénio, o que se consegue verificar nos resultados deste

ensaio.

5.3. Ensaios com glucose oxidase

A realizacao dos ensaios utilizando glucose oxidase foi feita em laboratério, simulando a adicéo

desta, na etapa de arrefecimento, como podemos ver pela figura 5.2.

LR Y
_ D | & 'W
= e IR ' . i 2 6

Glucose oxidase

Figura 5.2. Adicdo da enzima no processo de producédo. Adaptado de: Novozymes, 2017c

1- Silos adjuntos (cereais ndo maltados: cevada, milho, arroz, trigo); 2- Silo Malte; 3- Moinhos; 4- Agua; 5- Caldeira
caldas; 6— Caldeira empastagem; 7- Filtragdo mosto; 8- Lupulo; 9- Caldeira ebulicdo; 10— whirpool; 11— Arrefecedor
de mosto; 12- Tanque de leveduras; 13- Fermentacdo e guarda; 14— Filtracdo da cerveja; 15— Enchimento e
distribuicéo.
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Nos varios ensaios realizados pretendeu-se testar as diversas condi¢8es utilizadas numa fase
de producéo, e que se encontram representadas na figura 5.3.

B Ly
* Temperatura (=Y *C)
b' Condigbes normais de arejamento (=Z ppm)
/_ i
‘ Inativar a enzima Atingir um pH X
&

Figura 5.3. Condig@es finais pretendidas no ensaio com a glucose oxidase

Para além de se pretender melhorar as carateristicas organoléticas da cerveja sem alcool, com
adicdo de glucose oxidase, € importante que as condicées de producdo da mesma sejam viaveis e
semelhantes as utilizadas atualmente. Para isso, a temperatura do mosto devera ser de
aproximadamente Y °C, o arejamento devera ser de aproximadamente Z ppm, a enzima devera ser
inativada por pasteurizagdo, e, estabeleceu-se inicialmente, atingir um pH de X de forma a balancear o

ratio acidez/docura, e perceber se seria um pH aceitavel para este tipo de cerveja.

5.3.1. Ensaio 1 - Condi¢8es 6timas da enzima
Como foi referido anteriormente, a oxidacdo da glucose a acido glucénico depende da

concentracdo de enzima utilizada, do pH do mosto, do arejamento e do tempo/temperatura do
processo.

Com este ensaio pretendeu-se analisar o comportamento da enzima nas suas condi¢fes
otimas, avaliando:
¢ Se aquantidade de enzima prevista para este ensaio era suficiente para que houvesse reacao;
e O efeito do arejamento e da temperatura ha enzima;
o O efeito da reducéo do pH na reacdo enzimatica,;

e O tempo necessario para atingir o pH pretendido.

5.3.1.1. Metodologia
Para a realizacdo deste ensaio recolheu-se mosto da tanqueta (utilizada no ensaio de
caracterizacdo do mosto) para um copo de precipitacdo. Pesou-se a enzima e adicionou-se ao mosto.
Colocou-se o0 copo com 0 mosto e a enzima numa placa de agitacdo e os sensores do potenciometro
de pH e do medidor de oxigénio dentro do copo de precipitagdo. O pH e o oxigénio dissolvido foram

medidos de forma continua. O ensaio encontra-se esquematizado na figura 5.4.
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Figura 5.4. Ensaio 1 - Condic¢Oes 6timas da enzima

Na tabela 5.2, encontram-se descritos os varios parametros utilizados na realizacdo deste

ensaio.

Tabela 5.2. Condi¢des do Ensaio 1 - Condi¢Bes 6timas da enzima

Parametros — Ensaio 1

Quantidade de enzima AmL
Temperatura 20 °C
Arejamento Sem arejamento for¢cado
Agitacao Constante

pH inicial 5,47

Tempo de ensaio 4 horas

5.3.1.2. Resultados e discusséo
Este ensaio decorreu durante 4 horas, sendo o pH e o oxigénio no mosto medidos de forma

continua. Na tabela 5.3, encontram-se a medi¢do dos dois pardmetros com intervalos de meia hora.

Tabela 5.3. Ensaio 1 — Variacdo do pH e O nas condi¢gbes 6timas da enzima

decornido () PH | O:@pm)
00:00:00 X+1,27 3,23
00:30:00 X+0,75 0,309
01:00:00 X+0,54 0,277
01:30:00 X+0,40 0,254

02:00:00 X+0,26 0,227
02:30:00 X+ 0,17 0,217
03:00:00 X+ 0,09 0,216
03:30:00 X+ 0,02 0,215
04:00:00 X-0,03 0,221

Os resultados apresentados na tabela encontram-se representados no gréfico da figura 5.5. A
linha verde representa o pH que se pretende atingir.
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Figura 5.5. Ensaio 1 — Condi¢des 6timas da enzima: variacéo do pH e oxigénio ao longo do tempo

Como se pode observar, existe um decréscimo no valor do pH e do oxigénio ao longo do tempo.
A taxa de reducéo do pH é de 23,77% e a do oxigénio de 93,16%. A glucose oxidase demorou 4 horas
até atingir o pH pretendido. O facto de a amostra estar em agitacdo contante permitiu a entrada de
oxigénio no mosto durante o tempo de ensaio. A diminuicdo do consumo de oxigénio ao longo do tempo
de ensaio, indica-nos que a glucose oxidase esta constantemente a consumir o oxigénio que entra no
sistema, para converter a glucose em acido glucénico, sendo 0 mesmo praticamente nulo no fim da
reacao.

No ensaio 1, foi possivel avaliar o comportamento enzimético, pela utilizagdo das condi¢Bes
6timas da enzima. A temperatura ambiente (=20 °C), que segundo Schmidtke et al. (2011) permite uma
oxidagcdo mais rapida da glucose, e, o arejamento constante, que para 0s mesmos autores é um
requisito essencial na oxidacao da glucose, permitiu que fosse possivel atingir o pH pretendido.

O facto de o pH do meio ndo se encontrar dentro da gama 6tima definida por Schmidtke et al.
(2011), que esta entre 5,5 e 6,0, poderia reduzir para cerca de 75% a reacao por inibicdo enzimética,
segundo o mesmo autor. No entanto para Tribst & Cristianini (2012), a glucose oxidase é estavel a um

pH entre 3,5-7,0, 0 que se encontra dentro do pH inicial e pretendido para este ensaio.

5.3.2 Ensaio 2 - Tubos EBC
Com este ensaio pretendeu-se simular a adicdo de enzima em fermentadores e como isso iria
influenciar a atividade enzimatica. Neste ensaio sdo aplicadas algumas das condicdes utilizadas em

producdo, nomeadamente, a temperatura e sem recurso a agitagao.
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Uma vez que a presenca de oxigénio no mosto € condi¢cdo obrigatéria para a atividade da
enzima e o mosto utilizado no ensaio 1, recolhido na brassagem, néo é arejado, recolheu-se mosto nas

Adegas, ja arejado, de forma a que a enzima tenha oxigénio para a reagao.

5.3.2.1. Metodologia
Para este ensaio recolheu-se nas Adegas cerca de 4 L de mosto para um baldo volumétrico, e
mediu-se os niveis de oxigénio, numa sonda. Ja no laboratdrio transferiu-se 0 mosto para os trés tubos
EBC fechados, representados na figura seguinte (um utilizado como padréo e dois para a amostra com
enzima). Estes encontravam-se ligados a um banho de agua de forma a manter a temperatura
constante. Adicionou-se com uma pipeta a enzima nos tubos. Recolheu-se 5 mL de amostras com uma
pipeta, para copos de precipitagdo, de forma a medir o pH e o oxigénio no decorrer do ensaio.

Seguidamente, figura 5.6, encontra-se esquematizado o ensaio.

O '- i N - )
? .
3 / r I JL '

Figura 5.6. Ensaio 2 - Tubos EBC: efeito da quantidade de enzima e arejamento

Este ensaio foi realizado com duas condicfes diferentes (quantidade de enzima e arejamento)

as mesmas encontram-se descritas na tabela 5.4:

Tabela 5.4 - Condicdes do ensaio 2 - Tubos EBC: efeito da quantidade de enzima e arejamento

Condicbes
Parametros i i

Ensaio 2.1 Ensaio 2.2
Quantidade de enzima A mL A+ 3,6mL
Temperatura Y °C Y °C
Arejamento Z - 3,7 ppm Z+ 6,5 ppm
Agitacéo Sem agitacao Sem agitacao
pH inicial 5,52 5,50

5.3.2.2. Resultados e discusséao
Os resultados obtidos neste ensaio encontram-se na tabela 5.5. O tempo de ensaio foi de
04:54H para o ensaio 2.1 e 02:29H para o ensaio 2.2. O tempo 00:00H corresponde a altura em que 0
mosto foi colocado nos tubos, ainda sem adi¢éo de enzima. O pH padréo é de 5,52 no ensaio 2.1 e
5,50 no ensaio 2.2. Na mesma altura mediu-se também o Oz e podemos ver que nas duas situagdes o

valor de oxigénio diminuiu em relacdo a altura em que o mosto foi recolhido nas Adegas.
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Tabela 5.5. Ensaio 2 - Tubos EBC: efeito da quantidade de enzima e arejamento

Tempo decorrido Ensaio 2.1 Ensaio 2.2
(H) pH O2 (ppm) pH Oz (ppm)

00:00:00 X+1,32 Z-8,90 X+1,30 Z-5,00
00:10:00 X+1,13 X+0,77

00:30:00 X+1,06 X+0,82

00:40:00 X+1,13

00:49:00 X+0,93

00:59:00 X+0,64

01:24:00 X+0,90

02:19:00 X+1,11 X+0,55

02:29:00 X+0,80

03:04:00 X+1,18

04:19:00 X+1,07

04:54:00 X+1,14

Através da analise do gréfico da figura 5.7, podemos ver que durante as 04:54H em que
decorreu o ensaio 1 e as 02:29H que decorreu o ensaio 2, o valor de pH néo atingiu o valor pretendido,
verificando-se ainda que este tende a aumentar ao longo do tempo. A taxa de reducédo foi de 3,26%

para o pH no ensaio 2.1 e de 9,09% para o ensaio 2.2.

Ensaio 2 - Tubos EBC

pH
=
&
m

Tempo de ensaio (H)

== Frtain 2.1 =—p==Ensain 2.2

Figura 5.7. Ensaio 2 - Tubos EBC: efeito da quantidade de enzima e arejamento no pH do mosto

De forma a que fosse possivel simular as condi¢gdes de produc¢éo, foram utilizadas temperaturas
mais baixas, encontrando-se fora do intervalo 6timo para os varios autores (Schmidtke et al., 2011;
Tribst & Cristianini, 2012; Pickering et al., 1998). Para além da temperatura, ndo existiu agitacdo durante
a realizagdo deste ensaio, ndo permitindo a entrada de oxigénio. Sendo este um requisito importante

(Schmidtke et al., 2011) identificou-se como possivel causa para que o pH pretendido néo tivesse sido
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atingido. O facto de o mosto ter sido arejado nas Adegas, de maneira a que fosse possivel dissolver o
oxigénio no mosto, também néo foi suficiente para que ocorresse a reagao quando se adicionava a
enzima. Sendo o oxigénio perdido na transferéncia do mosto dos tanques para o balao de fundo plano,
e posteriormente do baldo para os Tubos EBC. De forma a testar o impacto que a utilizacdo dos tubos
EBC estariam a ter na perda de oxigénio do mosto, e de forma contornar esta perda, foi realizado um
novo ensaio onde se utilizou frascos Schott fechados e tapados com parafilm. O mosto foi transferido
para os frascos por uma mangueira e por uma pequena abertura feita no parafilm. De forma a minimizar
as perdas de oxigénio que pudessem ocorrer, aumentou-se também o arejamento do mosto,

encontrando-se este ensaio descrito seguidamente (ensaio 3 — frascos Schott).

5.3.3. Ensaio 3 - Frascos Schott

Devido aos resultados obtidos no ensaio anterior, fez-se um terceiro ensaio, onde o objetivo
inicial era avaliar se a utilizacdo de frascos fechados e tapados com parafilm, no momento da recolha
do mosto nas Adegas, e se o aumento do arejamento do mosto era suficiente para que houvesse
reacdo enzimatica a uma temperatura de Y °C.

Posteriormente, foi avaliado o impacto que uma menor quantidade de oxigénio no mosto e uma

menor quantidade de enzima utilizada teriam na reacéo, fora das suas condi¢cGes 6timas.

5.3.3.1. Metodologia
Para este ensaio recolheu-se o0 mosto nas adegas. Para os ensaios 3.1; 3.2; 3.3 recolheu-se o0
mosto para dois frascos Schott de 2 L (um padr&o e outro onde se adicionou enzima) e no ensaio 3.4
para trés frascos (um foi utilizado como padréo e dois para adicdo de enzima). Adicionou-se a enzima
com uma pipeta e colocou-se os frascos fechados num banho. Durante o tempo de ensaio retiraram-
se amostras de =10 mL com uma pipeta, colocou-se em copos de precipitacdo e mediu-se o pH e 0

oxigénio presente no mosto. Na figura 5.8 encontra-se representado o ensaio realizado.

Figura 5.8. Ensaio 3 - Frascos Schott: efeito do arejamento e quantidade de enzima
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Cada ensaio foi realizado com condig8es iniciais diferentes, como podemos ver na tabela 5.6.

Tabela 5.6. Condi¢Bes Ensaio 3 - Frascos Schott: efeito do arejamento e quantidade de enzima

Condicdes

Parametros . . . . Ensaio 3.5

Ensaio 3.1 Ensaio 3.2 Ensaio 3.3 Ensaio 3.4 351 352
Quantidade |\ b el | A+16mL | A+16mL | A+16mL | A+16mL | AmL
de enzima
Temperatura Y °C
Arejamento Z+9,4ppm | Z+7,0ppm | Z+7,8ppm | Z+1Appm | Z+3,0 ppm
Agitacédo Sem agitacdo
pH inicial 474 | 557 5,45 | 5,53 | 5,56

5.3.3.2. Resultados e discussao
Na tabela 5.7, encontram-se os resultados do ensaio 3.1. Podemos ver que inicialmente o

mosto tinha um pH de 4,74 e foi recolhido nas adegas com um arejamento de Z+9,4 ppm.

Tabela 5.7. Ensaio 3.1 - Frascos Schott: efeito do arejamento

Ensaio 3.1
Padrao
Tempo decorrido Amostra
0:00:00 X+0,54 Z+1,00 X+0,54
0:10:00 X+0,25
0:20:00 Z-4,00 X+0,78
0:30:00 X+0,68
0:40:00 X+0,81
0:50:00 X+0,97 X+0,93

No tempo 00:00H antes de se adicionar enzima, o arejamento era de Z+1,00 ppm, o que pode
ser justificado com a perda de oxigénio na recolha do mosto. O ensaio terminou aos 00:50H pois, como
se pode verificar, o pH da amostra encontrava-se a aumentar, ao contrario do pretendido,
representando um aumento de 8,23%, em rela¢@o ao pH inicial.

A concentracdo de oxigénio tende a diminuir durante o ensaio, 0 que neste caso, pode estar
relacionado com a abertura do frasco para recolha de amostras, uma vez que a reagdo enzimética ndo
esta a decorrer como o esperado, pois existe um aumento do pH em vez da sua diminuicao.

Na figura 5.9, encontra-se representado o grafico com os resultados do ensaio 3.1, onde a
linha verde corresponde ao valor de pH pretendido e a linha azul, ao pH da amostra padréo e ao pH da

amostra com enzima.
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Figura 5.9. Analise de pHs no ensaio 3.1: efeito do arejamento

Uma vez que a enzima utlizada nos ensaios ja tinha sido aberta ha 6 meses, encomendou-se

se por outro lado poderiam ser as condic¢des utilizadas que estavam a limitar a reacéo.

nova enzima de forma poder comparar os ensaios e verificar se seria a enzima que estava inviavel ou

Para testar a nova enzima fez-se um novo ensaio com o arejamento de Z+7,00 ppm e utilizou-

e oxigénio encontram-se descritos na tabela 5.8.

Tabela 5.8. Ensaio 3.2 - Frascos Schott: efeito da nova enzima

Ensaio 3.2
Tempo
decorri:o (H) PH 0:(ppm)

0:00:00 X+1,37

0:14:00 X+0,76 Z-8,90
1:08:00 X+0,50

3:03:00 X+0,42

3:33:00 X+0,34
21:58:00 X+0,19
22:18:00 X
22:23:00 X+0,06
23:43:00 X+0,03
24:11:00 X-0,11
27:23:00 X-0,25
28:13:00 X-0,06

se A+1,6 mL de enzima e uma temperatura de Y °C. O oxigénio dissolvido no mosto foi controlado no

momento da recolha nas Adegas e 00:14H apéds o inicio do ensaio era Z-8,90 ppm. Os valores do pH
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Como podemos ver pelo gréfico, figura 5.10, o valor de pH com a nova enzima, atingiu o valor
pretendido as 22:18H de ensaio, 0 que representa uma taxa de reducédo de 25,67%. A diminuigdo de
oxigénio indica-nos que a enzima esta a consumir 0 oxigénio para a reacdo. A linha verde do gréafico

representa o valor de pH pretendido.

Ensaio 3.2

pH
=
&

Tempo decorrido

Figura 5.10. Andlise de pH no ensaio 3.2: efeito da nova enzima

Segundo Tribst et al. (2014), a glucose oxidase € uma enzima bastante instavel sendo
facilmente desnaturada fora das suas condi¢des étimas, no entanto, com este ensaio verificou-se que
a uma temperatura de Y °C é possivel que ocorra a reagdo enzimética.

Com este ensaio conseguimos validar que mesmo utilizando uma temperatura fora dos limites
otimos, a enzima oxida a glucose a acido gluconico. Este ensaio mostra que as condi¢cdes de
temperatura e arejamento aplicadas nos tubos EBC n&o foram a causa de ndo haver reagéo enzimatica,
mas sim a enzima.

Apos a validacdo da temperatura, efetuaram-se dois ensaios (3.3 e 3.4), onde se comparou 0
impacto das diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido no mosto, para a mesma quantidade de
enzima.

Ambos os ensaios decorreram em 173:20H e o pH inicial era de X+1,25 e o oxigénio Z+7,80
ppm no ensaio 3.3, e, X+1,33 e Z+1,40 ppm no ensaio 3.4. Neste Ultimo apenas se controlou o valor

de arejamento no inicio do mesmo. Os resultados dos dois ensaios encontram-se na tabela 5.9.
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Tabela 5.9. Ensaio 3.3 e 3.4 - Frascos Schott: efeito de diferentes concentragdes de oxigénio

Tempo Ensaio 3.3 Ensaio 3.4
decorrido Padréo Amostra Padréo Amostra
(H) pH Oz (ppm) pH | Oz(ppm) pH pH
00:00:00 X+1,25 X+1,25 X+1,33 X+1,33
00:10:00 X+0,99 X+1,04
00:46:00 X+0,74
02:58:00 X+0,54
24:26:00 X+0,20
27:31:00 X+0,33
28:31:00 X+0,29

46:30:00 Z-4,00 X-0,27 Z-9,90

70:15:00 X-0,42

94:40:00 X+1,08 X-0,72

117:46:00 X+1,28 X-0,35
143:56:00 X+1,25 X-0,48
165:26:00 X+1,03 X-0,52
173:20:00 X+0,48 X-0,82 X+0,94 X-0,57

Pela analise do gréfico, figura 5.11, o pH nas duas situa¢bes atingiu o valor pretendido

(representado pela linha verde), no entanto o tempo de reacao é diferente, sendo mais rapido naquele

gue tem maior oxigénio dissolvido, o que se traduz numa taxa de reducéo de 37,98% no ensaio 3.3 e

de 34,36% para o ensaio 3.4. Como se pode ver no ensaio 3.3, que apresentava uma maior quantidade

de arejamento atingiu o valor pretendido primeiro, aproximadamente as 28:31H, ja o ensaio 3.4 atingiu

esse pH aproximadamente as 70:15H.

Este ensaio encontra-se de acordo com Pickering et al. (1998), que indica que a reacdo da

glucose oxidase depende da concentrac@o de oxigénio presente no mosto.
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Figura 5.11. Analise dos pHs dos ensaios 3.3 e 3.4: efeito de diferentes concentra¢des de oxigénio dissolvido no

mosto
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Pela analise destes dois ensaios 3.3 e 3.4, conseguimos validar que mesmo em condic¢des de
arejamento mais baixas ocorre a rea¢do enzimatica, ainda que necessite de mais tempo para chegar
ao valor de pH pretendido e que o valor de arejamento utilizado em producgéo € suficiente para oxidar

a glucose.

Seguidamente, fez-se um ensaio 3.5, onde foram utilizados 3 frascos (um serviu de padrdo e
dois para testar diferentes quantidades de enzima), com um arejamento do mosto de Z ppm e a uma
temperatura de Y °C. No ensaio 3.5.1 utilizou-se A+1,6 mL de enzima enquanto que no ensaio 3.5.2
utilizou-se A mL. Pelo facto de ja termos validado o arejamento do mosto, 0 mesmo nao foi analisado
durante este ensaio. O ensaio decorreu em 76:55H e os resultados encontram-se representados na
tabela 5.10.

Tabela 5.10. Ensaio 3.5 - Frascos Schott: efeito de diferentes quantidades de enzima

Ensaio 3.5
Tempo Padréo Amostra

decorrido

(H) pH 3.5 pH 3.5.1 pH 3.5.2
00:00:00 X+1,36 X+1,36 X+1,36
00:10:00 X+1,05 X+1,17
22:25:00 X+1,38 X+0,34 X+0,72
23:25:00 X+0,68
24:10:00 X+0,27 X+0,48
24:55:00 X+0,27 X+0,63
28:10:00 X+1,37 X+0,60
46:55:00 X-0,05
47:25:00 X+1,34 X-0,08 X+0,28
49:25:00 X-0,11 X+0,14
70:25:00 X+1,39 X-0,34 X-0,18
70:45:00 X-0,47 X-0,14
76:55:00 X+1,37 X-0,45 X-0,33

Pela andlise do gréfico, figura 5.12, podemos ver que nos dois ensaios se chegou ao pH
pretendido, no entanto, no ensaio 3.5.1 demorou aproximadamente 34 horas enquanto que o 3.5.2
demorou aproximadamente 58 horas. A taxa de reducdo no ensaio 3.5.1 é de 32,55% e de 30,40%
para o ensaio 3.5.2. Desta forma conseguimos comparar o impacto da quantidade de enzima utilizada
com a velocidade da reacdo. Como seria de esperar a rea¢do tende a ser mais rapida quanto maior a
concentracdo de enzima adicionada ao mosto, tal como se pode verificar pelos resultados deste ensaio
(Motta, 2007).
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Ensaio 3.5
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Figura 5.12. Andlise de pHs no ensaio 3.5: efeito de diferentes quantidades de enzima

Com estes ensaios foi possivel validar as varias condi¢cdes propostas inicialmente, e, que se
apresentam na figura 5.13.

p

i/

Temperatura (=Y °C)

Condicfes normais de arejamento (=Z ppm)

Atingir um pH X

Figura 5.13. Condicdes validadas

Através destes ensaios foi possivel validar que, apesar de a utilizagdo de temperaturas,
arejamento e pH ndo se encontrarem dentro dos limites 6timos definidos por alguns autores, nas
condi¢Bes aplicadas a enzima ainda se encontra estavel sendo possivel atingir o objetivo de pH
pretendido.

De seguida procedeu-se a inativacdo da enzima, sendo os VAarios ensaios apresentados
seguidamente.
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5.4. Inativacao da enzima

Como foi referido anteriormente estudos indicam que a glucose oxidase € uma enzima bastante
instavel, sendo facilmente desnaturada a temperaturas superiores a 60 °C (Tribst et al., 2014). Desta
forma, no ensaio seguinte (ensaio 4) testou-se o efeito da pasteurizagéo, que seria utilizada numa etapa

de producéo para a desnaturacédo da enzima.

5.4.1. Ensaio 4 - Inativacdo da enzima por pasteurizacéo

Com este ensaio pretendeu-se avaliar o efeito de varias condi¢cdes de tempo/temperatura no
efeito da enzima. Os ensaios foram realizados em banhos de agua no laboratério. No ensaio 4.1 testou-
se uma desnaturacao pela temperatura de pasteurizacdo utilizada em produgdo, umavez que a mesma
€ superior aos 60 °C indicados por (Tribst et al., 2014) e que seriam suficientes para inativar a enzima.

Os ensaios foram feitos separadamente, mas utilizando o mesmo mosto recolhido.

5.4.1.1 Metodologia
Para este ensaio repetiu-se o procedimento utilizado no ensaio 3.5. Recolheu-se o mosto nas
Adegas para trés frascos Schott de 1 L (o frasco 1 para padrédo e o 2 e 3 para adicdo de enzima).
Adicionou-se com pipeta nos frascos a enzima, sendo os mesmos colocados num banho de agua.
Quando as amostras atingiram um pH igual ou inferior ao pretendido retirou-se as amostras do banho,
fez-se uma diluicdo (1:4) de 100 mL de mosto e engarrafou-se. Encapsulou-se as garrafas e colocaram-
se num banho de 4gua a temperatura de pasteurizacdo, descrita na tabela 5.11. O esquema do ensaio

encontra-se na figura 5.14.

Figura 5.14. Ensaio 4 - Inativacdo da enzima por pasteurizagéo

As condicdes de tempo/temperatura da pasteurizagdo variaram consoante o ensaio realizado,

encontrando-se as mesmas descritas na tabela 5.11.

Tabela 5.11. Condi¢des de Ensaio 4 - Inativagdo da enzima por pasteurizacéo

Parédmetros Ensaio 4.1  Ensaio 4.2 Ensaio 4.3 Ensaio 4.4
Quantidade de enzima A+1,6 mL
. Temperatura Banho Y °C
Condicbes . = .
L Arejamento N&o avaliado
Iniciais S itaca
Agitacao Sem agitacao
pH inicial 5,52
Condicbes Temperatura Y+55 °C Y+61 °C Y+64 °C Y+61 °C
Pasteurizacdo | Tempo 15 minutos | 30 minutos 1 minuto com | 30 minutos
agitacao
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No ensaio 4.1, as garrafas foram colocadas no banho de agua com uma temperatura de Y+55
°C durante 15 minutos. No ensaio 4.2, as garrafas foram descapsuladas e colocadas no banho de agua,
a uma temperatura de Y+61 °C durante 30 minutos, com algodéo a tapar a entrada da garrafa, durante
este tempo mediu-se com uma sonda a temperatura no interior do mosto. Ja no ensaio 4.3, as garrafas
foram descapsuladas e colocadas no banho de agua a uma temperatura de Y+64 °C, colocou-se
algodédo atapar a entrada da garrafa e com uma sonda mediu-se a temperatura do mosto. Quando este
atingiu a temperatura prevista agitou-se suavemente a garrafa, com movimentos circulares, ainda
dentro do banho de agua, de forma a obter a mesma temperatura no mosto. No ensaio 4.4, a garrafa
foi descapsulada e colocou-se um logger (equipamento que mede a temperatura e as UP’s) no ponto
mais frio do interior da garrafa. Colocou-se depois hum banho a Y+60 °C durante 30 minutos.

Em todos os ensaios depois de pasteurizadas as garrafas foram colocadas num banho de 30
°C durante 15 minutos, para diminuir o choque térmico, sendo depois colocadas num banho de agua a

temperaturas mais baixas e ai permanecendo durante o decorrer dos ensaios.

5.4.1.2. Resultados e discusséo
Visto os ensaios terem sido realizados em separado, o tempo decorrido foi diferente para cada
um deles. O primeiro, 4.1, decorreu em 114:53H, o segundo e o0 quarto ensaios (4.2 e 4.4) em 22:45H
e o terceiro (4.3) em 19:06H. O pH foi medido apos as pasteurizacdes das amostras, tempo 00:00H.
Os ensaios foram interrompidos quando se percebeu que o pH ndo permanecia constante, o que pode
ser percebido pelo grafico representado na figura 5.15, o que indica que a enzima nao foi desnaturada.

Os resultados dos varios ensaios encontram-se na tabela 5.12.

Tabela 5.12. Ensaio 4 - Inativacdo da enzima por pasteurizacao

Tempo Ensaio | Ensaio Ensaio Ensaio
decorrido (H) 4.1 4.2 4.3 4.4

00:00:00 X+0,14 | X+0,22 X-0,23 X-0,54
00:48:00 X+0,36
01:10:00 X-0,46
01:36:00 X-0,30
01:55:00 X-0,47
02:28:00 X-0,31
03:25:00 X+0,14
04:25:00 X+0,11
05:25:00 X+0,11
06:25:00 X+0,02
18:53:00 X-0,11
19:01:00 X-0,50
19:06:00 X-0,77
20:08:00 X+0,02
22:45:00 X-0,24 X-0,74
26:23:00 X-0,14
114:53:00 X-0,59
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No ensaio 4.1 testou-se a temperatura de Y+55 °C (temperatura registada no banho de agua)
durante 15 minutos. O tempo de ensaio foi calculado com base na temperatura e nas UP’s que séo
aplicadas nas linhas de Pasteurizacdo em producéo, com base na férmula:

UP's = tx1,3937-60

Na formula o t corresponde ao tempo de pasteurizacao utilizado e o T a temperatura em °C.

Como podemos ver pelo grafico no ensaio 4.1, o valor de pH diminuiu ao longo do tempo,
iniciando nos X+0,14 e terminando nos X-0,59 ao fim das 114:53H de ensaio, 0 que representa uma
taxa de reducéo de 16,82%.

N&o sendo suficiente as condi¢cbes aplicadas, testou-se no ensaio 4.2, um aumento da
temperatura do banho de agua (Y+61 °C) e do tempo de ensaio (30 minutos), garantindo que a
temperatura do mosto no interior da garrafa se encontrava a temperatura pretendida por uma sonda.
No entanto pelo grafico seguinte podemos ver que o pH ndo permaneceu constante, comecando o
ensaio com X+0,22 e terminando em X-0,24 ao fim das 22:45H, apresentado uma taxa de reducéo de
10,41%, o que nos indica que a enzima néo foi inativada com estas condicdes.

No ensaio 4.3, colocou-se a garrafa no banho a Y+64 °C e agitou-se com movimentos circulares
durante um minuto. No entanto, percebemos pelo grafico que o valor de pH diminui ao longo do tempo
de ensaio, iniciando-se nos X-0,23 e terminando nos X-0,77 ao fim das 19:06H, representado uma taxa
de reducdo neste caso de, 13,60%, 0 que demonstra que a enzima ainda néo ficou inativada desta
forma.

J& no ensaio seguinte, 4.4, com a utilizacdo de um logger conseguimos garantir que a
temperatura maxima que o mosto atingiu no interior da garrafa foi de Y+61 °C e & UP’s (anexo 1). No
entanto pelo gréfico, podemos ver que estes valores ndo sdo suficientes para inativar a enzima,
percebendo-se que o pH inicial de X-0,54 ao fim das 22:45H encontrava-se a X-0,74, representado
uma taxa de reducéo de 5,46%.
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Figura 5.15. Andlise de pHs do ensaio 4 - Inativacdo da enzima por pasteurizacado

Pelas taxas de reducdo deste ensaio, € possivel perceber que a enzima diminuiu a sua
atividade, no entanto continuou ativa.

Com o ensaio 4, verificou-se que as condi¢Bes aplicadas em alguns estudos para inativar a
enzima, parecem nao ser suficientes para inativar a glucose oxidase utilizada nos nossos ensaios.
O estudo de Tribst et al. (2014) indicou que era possivel desnaturar a enzima a uma temperatura
superior a 60 °C, no entanto em todos os ensaios essa condi¢&o foi aplicada e tal ndo se verificou,
indicou também que era possivel desnatura-la em solugdes com um pH inferior a 4,00, no entanto no
ensaio 4.3 e 4.4, partimos de valor de pH inferior a 4,00 e a desnaturacdo também néo se verificou.

De forma a inativar a enzima testou-se, no ensaio 5, o efeito da fervura na sua desnaturacgéo,

encontrando-se o ensaio descrito seguidamente.

5.4.2. Ensaio 5 — Simulacédo da adicdo de enzima na etapa de brassagem e posterior

inativacdo da enzima por fervura

Pelo ensaio 4, conseguimos perceber que as temperaturas/tempos aplicados na pasteurizagéo,
realizada em laboratério ndo foram suficientes para a desnaturacédo da enzima. Assim, foi realizado um
ensaio no brassin, onde se pretendeu simular a adicdo da enzima na etapa da brassagem. Desta forma,
testou-se o efeito que os varios tempos e temperaturas utilizado nesta etapa teriam na reducao do pH,
sendo posteriormente realizada uma fervura, tal como em produgéo, verificando-se o efeito desta na
desnaturacéo da enzima.

A acdo das temperaturas elevadas e da agitacdo permite que o malte seja decomposto e 0s
aclcares complexos (amido) seja decomposto em agucares simples (glucose), ficando a enzima com
substrato disponivel para a reac¢édo. A figura 5.16 representa a adi¢do da enzima numa fase de

producao.
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Figura 5.16. Representacdo da adicdo da enzima em producdo. Adaptado de: Novozymes, 2017c

1 — Silos adjuntos (cereais ndo maltados: cevada, milho, arroz, trigo); 2- Silo Malte; 3- Moinhos; 4- Agua; 5-
Caldeira caldas; 6 — Caldeira empastagem; 7- Filtragdo mosto; 8- LUpulo; 9- Caldeira ebulicdo; 10 — whirpool; 11 —
Arrefecedor de mosto; 12- Tanque de leveduras; 13 - Fermentacdo e guarda; 14 — Filtracdo da cerveja; 15 —
Enchimento e distribuicéo.

5.4.2.1. Metodologia

Para este ensaio colocou-se =50 g de malte, em seis copos de inox apropriados (0 ensaio foi
feito em duplicado, dois copos utilizados para o padrdo, dois para a amostra 1 e dois para a amostra
2), colocou-se os copos no brassin e adicionou-se =100 mL de 4gua. Apés atingir a temperatura de 45
°C, retirou-se com um copo de precipitacdo =10 mL de amostra, e, colocou-se num banho de agua a
20 °C, posteriormente mediu-se o pH da amostra padrédo. Adicionou-se a enzima aos copos no brassin,
e permaneceram 1 hora a Y+60 °C. Apés esta hora retirou-se 0os copos e colocou-se num banho de
agua a Y+60 °C (o tempo utilizado para cada ensaio encontra-se indicado na tabela 5.13), com uma
pipeta de 10 mL retirou-se uma amostra para um copo de precipitacdo contendo a amostra 1 e repetiu-
se o0 procedimento para a amostra 2, colocou-se num banho de 4gua a 20 °C, e, posteriormente mediu-
se o pH.

Apos o tempo definido para cada ensaio filtrou-se o mosto para um balédo, de forma a que
fossem separadas as cascas de malte presentes no mosto, e, transferiu-se o mosto ja filtrado para
copos de precipitagdo de 1 L, ferveu-se =Y+80 °C durante uma hora. Apds fervura mediu-se o pH,
transferiu-se 0 mosto para garrafas, encapsulou-se e colocou-se estas num banho a Y °C. O ensaio
encontra-se esquematizado na figura 5.17.
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Figura 5.17. Ensaio 5 - Inativa¢éo da enzima por fervura

Como foi referido neste ensaio testaram-se diferentes condicfes de tempo a mesma

temperatura (Y+60 °C). Todas as amostras foram fervidas a =Y+80 °C durante 1 hora. As condi¢bes

dos varios ensaios encontram-se descritas na tabela 5.13:

Tabela 5.13. Condi¢des do Ensaio 5 - Inativacdo da enzima por fervura

Paréametros Ensaio 5.1 Ensaio 5.2 Ensaio 5.3
Quantidade enzima A+1,6 mL
Banho Tempo 1 hora 4 horas 24 horas
Temperatura Y+60 °C Y+60 °C Y+60 °C
Fervura Tempo 1 hora
Temperatura =Y+80 °C

5.4.2.2. Resultados e discussao

No ensaio 5.1, as amostras permaneceram 1 hora a Y+60 °C no brassin. Ap6s as amostras se

encontrarem a uma temperatura de Y+10 °C mediu-se o pH da amostra padréo (5.1.0) no tempo 00:00

e no tempo 01:10H para as amostras 5.1.1 e 5.1.2, respetivamente. O ensaio decorreu durante

142:30H, os resultados obtidos neste ensaio encontram-se na tabela 5.14.

Tabela 5.14. Ensaio 5.1 - Inativagdo da enzima por fervura: 1 hora a Y+60 °C

Ensaio 5.1 (1 hora a Y+60 °C)

Tempo decorrido Padréo Amostra

(H) pH5.1.0 pH5.1.1 pH5.1.2
00:00:00 X+1,84
01:10:00 X-0.03 X-0,01
06:00:00 X+1,74 X+0,73 X+0,60
22:30:00 X+1,79 X+0,70 X+0,57
46:44:00 X+1,70 X+0,66 X+0,52
70:30:00 X+1,81 X+0,66 X+0,48
142:30:00 X+1,68 X+0,58 X+0,39

O grafico com os resultados do ensaio 5.1, encontra-se representado na figura 5.18. A linha

amarela representa a altura em que ocorreu a fervura e a verde o pH pretendido. Como podemos ver

pela sua analise, nas amostras 5.1.1 e 5.1.2 que apresentavam a amostra com enzima, o valor de pH
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aumentou apos a fervura, enquanto o valor de pH do padrédo permaneceu praticamente constante ao
longo do tempo.

Pela variagdo do valor de pH nas amostras 5.1.1 e 5.1.2, que apés a fervura continua a baixar,
iniciando-se nos X+0,73 e X+0,62 e terminando nos X+0,58 e X+0,39, respetivamente, indica-nos que
a enzima néo foi desnaturada.

Ensaio 5.1
X%:2.0
X1 B T— — N _ __---"‘-'---_._____.
X+16 4
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Figura 5.18. Ensaio 5.1 (1hora a Y+60 °C)

No ensaio seguinte 5.2, testou-se o efeito de quatro horas a uma temperatura de Y+60 °C. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 5.15.

Tabela 5.15. Ensaio 5.2 - Inativagdo da enzima por fervura: 4 horas a Y+60 °C

Ensaio 5.2 (4 horas a Y+60 °C)

Tempo decorrido Padr&o Amostras
(H) pH 5.2.0 pH5.2.1 pH5.2.2

00:00:00 X+1,79

01:00:00 X+0,84 X+0,27
04:00:00 X+1,71 X+0,45 X+0,09
04:20:00 X+1,75 X+0,43 X+0,45
05:20:00 X+1,73 X+0,73 X+0,71
21:50:00 X+1,82 X+0,73 X+0,72
93:50:00 X+1,75 X+0,65 X+0,60
117:50:00 X+1,82 X+0,68 X+0,57
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Como podemos ver pelo gréfico da figura 5.19, apés a fervura o valor de pH das amostras
5.2.1 e 5.2.2 aumentou, tal como aconteceu no ensaio 5.1. Isto ndo aconteceu na amostra 5.2.0
(padrao). Verifica-se ainda que ap6s a fervura o pH era de X+0,73 e X+0,71 na amostra 5.2.1 € 5.2.2
respetivamente. No decorrer do ensaio houve uma variagdo no seu valor, terminando em X+0,68 e
X+0,57, para a amostra 5.2.1 e 5.2.2. Pela variacdo dos valores percebemos que a enzima néo foi

desnaturada.

Ensaio 5.2
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Figura 5.19. Ensaio 5.2 (4 horas a Y+60 °C)

Para o ensaio 5.3, as amostras permaneceram um dia num banho de agua a Y+60 °C, de forma
a que se pudesse verificar o efeito prolongado da temperatura no pH, e se nestas condi¢cdes havia
reducéo no seu valor. Antes de se adicionar enzima (tempo 00:00H), retirou-se uma amostra do padréo
(5.3.0) e mediu-se o pH, o seu valor era de X+1,71. A fervura ocorreu as 21:30H. Os resultados deste

ensaio encontram-se representados na tabela 5.16.

Tabela 5.16. Ensaio 5.3 - Inativagdo da enzima por fervura: 24 horas a Y+60 °C

Ensaio 5.3 (24 horas a Y+60 °C)

Tempo decorrido Padrao Amostra

(H) pH 5.3.0 pH 5.3.1 pH 5.3.2
00:00:00 X+1,71
00:45:00 X+1,75 X+0,25
19:35:00 X+1,59 X-0,14 X-0,24
20:00:00 X+1,65 X-0,16 X-0,26
21:30:00 X+1,77 X+0,15 X+0,11
24:30:00 X+1,75 X+0,32 X+0,24
43:00:00 X+1,67 X+0,24 X+0,16
43:30:00 X+1,66 X+0,27 X+0,20
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Os resultados obtidos encontram-se representados no gréafico da figura 5.20. Pela sua analise
podemos ver que neste ensaio, tal como nos anteriores, o pH da amostra aumentou apos a fervura, a
excecdo da amostra padréo (5.3.0). Verificamos ainda que o pH da amostra 5.3.1 que era de X+0,15
antes da fervura aumentou para X+0,27 e o da amostra 5.3.2 que era de X+0,11 antes da fervura

aumentou para X+0,20. O que nos indica que com este ensaio também nédo foi possivel inativar a

enzima.

Ensaio 5.3

pH

o R R o s o AR & 0%
oo 5" N 20%° P 2 e 02
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=—g=pH 5.3.0 pH5.3.1 pH5.3.2

Figura 5.20. Ensaio 5.3 (24 horas a Y+60 °C)

Com os vérios resultados obtidos no ensaio 5, podemos concluir que a adi¢cdo da enzima na
etapa da brassagem, para a posterior inativagcdo por fervura, ndo € uma forma eficaz para desnaturar
a enzima.

O aumento de pH que se verifica em todos os ensaios apés a fervura, pode estar relacionado
com o facto de a enzima ndo ter sido desnaturada, uma vez que a temperatura ndo permaneceu a cima
dos Y+80 °C durante o decurso da etapa, pois foi necessario ir regulando a temperatura das mantas
de aquecimento para que ndo houvesse uma grande perda de amostra por evaporacao.

Apesar de ser possivel atingir o pH pretendido com este ensaio, 0 mesmo nao sera eficaz a
nivel industrial, uma vez que apés a fervura o pH aumenta. Assim, era necessario que a enzima tivesse
mais tempo em contacto com 0 mosto, 0 que por sua vez implicaria que o mosto tivesse mais tempo a
Y+60 °C, podendo levar a uma oxidagdo do mesmo e consequente perda das suas carateristicas
organoléticas.

Desta forma no ensaio seguinte, pretendeu-se testar uma pasteurizacdo a uma temperatura de
Y+80 °C, realizada num banho de 6leo e com frascos Schott. Uma vez que os frascos se encontram

fechados € possivel minimizar a perda de amostra, permitindo que 0 mosto permaneca a uma

temperatura constante.
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5.4.3. Ensaio 6 - Inativacdo da enzima por pasteurizacdo (Y+80 °C/Y+85 °C — 10 minutos)
Neste ensaio testou-se uma pasteurizacdo a uma temperatura mais elevada que as testadas
no ensaio 4, e, durante um menor tempo. Simulou-se a adi¢cdo da enzima no mosto frio, sendo
posteriormente pasteurizado. O mosto foi recolhido nas adegas e seguiu-se o procedimento utilizado

no ensaio 4.

5.4.3.1. Metodologia

Recolheu-se 0 mosto para trés frascos Schott de 1 L, um utilizado como padrdo e dois para a
adicdo de enzima, o ensaio foi realizado em duplicado. Colocou-se os frascos com mosto nhum banho
de agua e retirou-se uma amostra, =10 mL, do frasco padrdo 6.1.0 com uma pipeta para um copo de
precipitacdo. Adicionou-se a enzima no frasco 6.1.1 e 6.1.2. Apés as amostras atingirem o pH
pretendido transferiu-se o mosto para frascos Schott de 250 mL e colocaram-se num banho de 6leo,
gue ja se encontrava a temperatura pretendida, sendo pasteurizadas a Y+80 °C durante 10 minutos
(ensaio 6.1) e Y+85 °C durante 10 minutos (ensaio 6.2). ApGs a pasteurizacdo coloram-se os frascos
novamente num banho de &gua e retiraram-se varias amostras no decorrer do ensaio. O mesmo

encontra-se representado na figura 5.21.

Figura 5.21. Ensaio 6 — Inativacao por pasteuriza¢ao (Y+80 °C/Y+85 °C — 10 minutos)

As vérias condicdes utilizadas encontram-se descritas na tabela 5.17. O mosto utilizado nos

dois ensaios foi 0 mesmo, variando apenas as condi¢fes de pasteurizacao.

Tabela 5.17. Condi¢des Ensaio 6 — Inativagdo da enzima por pasteuriza¢éo

Ensaio 6
Parametros Ensaio 6.1 Ensaio 6.2

Condicdes Quantidade de enzima A+1,6 mL
Iniciais Temperatura Banho Y °C

Arejamento N&o avaliada

Agitacao Sem agitacao

pH inicial 5,47
Condicdes Temperatura Y+80 °C Y+85 °C
Pasteurizacdo  Tempo 10 minutos 10 minutos
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5.4.3.2. Resultados e discusséo
Natabela 5.18 encontram-se os resultados obtidos pela adicdo da enzima no mosto. No tempo
00:00H mediu-se o pH do frasco com o mosto padréo (6.0.0) e ao fim de 02:15H mediu-se o pH dos
frascos onde se tinha adicionado enzima. Na amostra 6.0.1 e 6.0.2, o pH era X+1,1 e X+0,86
respetivamente. O ensaio decorreu durante 189:00H, tendo a amostra 6.0.1 atingido um pH de X-0,26
e X-0,24 a amostra 6.0.2. No entanto o valor do pH padrao do mosto é muito inferior ao valor inicial o

gue nos pode indicar uma degradacdo do mesmo no fim do tempo de ensaio.

Tabela 5.18. Analise de pHs no ensaio 6

Ensaio 6
Tempo decorrido Padréo Amostra

(H) pH 6.0.0 pH 6.0.1 pH 6.0.2
00:00:00 X+1,27
02:15:00 X+1,35 X+1,10 X+0,86
21:15:00 X+1,34 X+0,96 X+0,88
45:15:00 X+1,27 X+0,57 X+0,51
50:45:00 X+1,30 X+0,34 X+0,28
72:00:00 X+1,36 X+0,35 X+0,33
93:15:00 X+1,31 X+0,24 X+0,20
99:45:00 X+1,30 X+0,16 X+0,14
165:15:00 X+1,23 X-0,04 X-0,01
189:00:00 X+1,07 X-0,26 X-0,24

Na figura 5.22, encontra-se o grafico com os resultados do ensaio 6. A linha verde corresponde
ao valor de pH pretendido. Com este ensaio verificou-se que as 165:15H o valor do pH estava préximo
do valor pretendido. Tanto no ensaio 6.0.1 e 6.0.2 o pH final é idéntico, como seria de esperar, visto
gue as condi¢des sdo as mesmas. Engquanto no ensaio 6.0.0 (padrédo) a taxa de reducéo é de 3,66%,
no ensaio 6.0.1 e 6.0.2, foi de 25,66% e de 21,74%, respetivamente.
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Ensaio 6
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Figura 5.22. Analise de pHs no ensaio 6

Quando o pH atingiu o valor pretendido recolheu-se o mosto para trés frascos Schott de 250
mL. A amostra 6.1.0 foi recolhida do padréo (6.0.0), a 6.1.1 foi recolhido da amostra 6.0.1 e a amostra
6.1.2 recolhida da 6.0.2, sendo posteriormente pasteurizadas a Y+80 °C durante 10 minutos. Os
resultados apresentados na tabela 5.19 correspondem aos valores de pH apds a pasteurizacdo, sendo
gue o tempo 00:00H corresponde a medicdo realizada imediatamente a seguir ao tratamento térmico,

as véarias medicbes foram realizadas a uma temperatura de 10 °C.

Tabela 5.19. Ensaio 6.1 — Pasteurizag&o Y+80 °C (10 minutos)

Ensaio 6.1 — Pasteurizagdo Y+80 °C (10 minutos)

Tempo decorrido Padréo Amostra
(H) pH 6.1.0 pH6.1.1 pH 6.1.2
0:00:00 X+1,28 X+0,06 X+0,05
18:00:00 X+1,17 X+0,03 X+0,04
24:00:00 X+1,26 X+0,01 X+0,01
42:00:00 X+1,19 X+0,03 X-0,01

Pela figura 5.23, conseguimos perceber que o pH se mantem constante durante o tempo em
gue decorreu o ensaio, nas duas amostras que foram pasteurizadas. O pH da amostras 6.1.1 passou
de X+0,06 para X+0,03 e o da amostra 6.1.2 de X+0,05 para X-0,01, representando uma taxa de
reducdo de 0,70% e de 1,41%, respetivamente. As variacdes do valor que se verificam nas duas
amostras (6.1.1 e 6.1.2) encontram-se dentro do erro de leitura associado ao potenciémetro (0,04).

As variacfes de valor para a amostra padrao (6.1.0) podem se encontrar relacionadas com as
variacbes de temperatura que possam ter ocorrido entre as medi¢des, nomeadamente, o facto de a

amostra se encontrar na bancada enquanto ocorriam outras leituras de pH.
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Figura 5.23. Andlise de pHs no ensaio 6.1: efeito da pasteurizacao Y+80 °C (10 minutos)

No ensaio 6.2, realizou-se uma pasteurizacdo num banho de 6leo a Y+85 °C durante 10
minutos, a amostra para este ensaio foi recolhida da amostra inicial, para frascos Schott de 250 mL,
guando esta atingiu um pH de X-0,13 (6.2.1) e X-0,10 (6.2.2). Os resultados correspondentes a este
ensaio encontram-se na tabela 5.20.

Tabela 5.20. Ensaio 6.2 - Pasteurizacdo Y+85 °C (10 minutos)

Ensaio 6.2 — Pasteurizagdo Y+85 °C (10 minutos)

Tempo decorrido Padréo Amostra
(H) pH 6.2.0 pH 6.2.1 pH 6.2.2
0:00:00 X+1,12 X-0,13 X-0,10
18:00:00 X+1,08 X-0,18 X-0,18
23:00:00 X+1,11 X-0,18 X-0,19
42:00:00 X+1,08 X-0,19 X-0,19

A figura 5.24 representa o grafico com os resultados do ensaio 6.2 onde se pode verificar que,
tal como no ensaio anterior 6.1, o valor de pH nas amostras permaneceu praticamente constante
durante o tempo de ensaio (42:00H). O que se traduz numa taxa de reducéo de 1,47% para a amostra
6.2.1 e 2,20% para a amostra 6.2.2. O valor 00:00H corresponde ao valor de pH imediatamente a seguir
a pasteurizagdo das amostras, apresentando estas uma temperatura de 26 °C, o que poderéa explicar
a diferenca de valores da primeira para a segunda medi¢do (18:00H), onde o pH das amostras foi
medido a uma temperatura de Y °C. Nas restantes medi¢cbes realizadas o pH das duas amostras

permanece constante. Na figura 5.24, encontra-se representado o grafico deste ensaio.
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Ensaio 6.2
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Figura 5.24. Andlise de pHs no ensaio 6.2: Pasteurizagdo Y+85 °C (10 minutos)

Através do ensaio 6, conclui-se que é possivel a desnaturacdo da glucose oxidase por uma
pasteurizacdo a Y+80 °C durante 10 minutos. Pela realizacdo deste ensaio e do ensaio 4, verificamos
gue a desnaturacdo da enzima ndo ocorre facilmente a uma temperatura superior a 60 °C, como
descreveu Tribst et al. (2014).

Para Kretavi€ius et al. (2010) um tratamento térmico a 55 °C nédo afetou a atividade da glucose
oxidase, enquanto que a 70 °C, o mesmo autor verificou uma reducédo de 10% na sua atividade. Ja
para Tribst & Cristianini (2012) a reducéo da atividade enzimatica deu-se a uma temperatura de 75 °C.

Essa reducdo de atividade também ¢é verificada nos ensaios iniciais efetuados por
pasteurizacao e fervura (ensaio 4 e 5), no entanto o objetivo era uma inativagdo da enzima.

Uma reducédo de atividade sem a sua inativagdo, no nosso caso, iria permitir que o pH baixasse
até que ocorresse uma desnaturacdo da enzima pelo meio se encontrar demasiado acido. O que para
além de provocar uma diminui¢@o das carateristicas organoléticas, tornando a cerveja muito acida, iria
sair do limite minimo legal de pH que se encontra estabelecido na legislacéo (3,5).

Os resultados obtidos neste ensaio em comparacdo com 0s resultados obtidos por alguns
autores, podem estar relacionados com o facto de as enzimas utilizadas poderem vir de diferentes
microrganismos, levando a que estas apresentem diferentes resisténcias térmicas, como resultado de
diferentes sequéncias, estruturas, funcdes e propriedades, consoante a fonte de microrganismos de
onde estas provém (Tribst et al., 2014; Gomes et al., 2007).

No entanto a utilizacéo de temperaturas elevadas durante a pasteuriza¢ao, neste caso os Y+80
°C, para uma inativacdo enzimatica, pode provocar problemas de oxidag&o na cerveja (Garcia-Torres
et al., 2009).
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Os resultados obtidos durante os vérios ensaios realizados para a inativagdo da enzima,
encontram-se de acordo com os resultados obtidos pelo laboratério fornecedor da enzima. Como se
pode ver pela tabela seguinte 5.21 bem como pelo gréafico da figura apresentado, o valor de pH tende
a baixar ao longo das 48 horas de ensaio.

Tabela 5.21. Resultados obtidos pelo laboratério que forneceu a enzima

Amostra PH dep?is tia pH apés 24 horas P EEEHS
pasteurizagao horas

Branco (100 °C) 4,97 5,07 4,97
Sem pasteurizagao 4,24 3,73 3,47
70°C 4,04 3,64 3,47
75°C 4,10 3,80 3,49

80 °C 4,16 3,59 3,47

85 °C 4,23 3,91 3,71

90 °C 4,23 4,23 4,21

95 °C 4,29 4,25 4,24

100 °C 4,34 4,32 4,32

Na figura seguinte 5.25 seguinte podemos verificar a variacdo do pH ao longo do tempo de

ensaio.
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B pH depois da pasteurizagao B pH apds 24 horas pH apos 48 horas

Figura 5.25. Variacéo do pH ao longo do tempo de ensaio realizado pelo laboratdrio que forneceu a enzima.

Seguidamente é apresentada uma tabela, 5.22, onde se apresentam descritos os varios ensaios
realizados bem como o0s seus objetivos, quais 0s constrangimentos encontrados, e, as conclusfes

obtidas com cada um.
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Tabela 5.22. Resumo final dos vérios ensaios realizados

Ensaio Objetivo Condicbes Problemas Conclusbes Solucbes
- Avaliar a quantidade de | - Copos de precipitacdo Com a
enzima para haver reagdo | - Quantidade de enzima guantidade
- Verificar a reducéo do pH | recomendada recomendada
Condicbes ap6s sairmos da gama | - Agitacdo constante atingiu-se o valor
Otimas da 1 otima - Temperatura ambiente de pH pretendido
enzima - O efeito do arejamento em 4 horas, a
- O efeito da temperatura temperatura
- E o tempo de atividade ambiente e com
agitacao
constante
- Ensaio realizado para | - Temperatura Y °C - Ao fim de 4 horas de | - O oxigénio é | - Realizar ensaio
simular a adicdo de enzima | - Amostras arejadas a Z | ensaio o valor de pH néo | perdido na | em frascos Schott
em fermentadores. ppm chega ao valor | passagem do | fechados
- A amostra foi recolhida e | - Sem agitacéo pretendido mosto do baldo | - Recolher mosto
Ensaio em arejada nas adegas e | - Tubos tapados - Os niveis de oxigénio | para os tubos. com maior
Tubos EBC 2 | transferida para tubos EBC s80 muito baixos apés a | - Nao havendo | arejamento
no laboratério passagem do mosto | oxigénio
- Os tubos encontram-se para os tubos suficiente para
ligados a um banho para que a glucose
manter contante a seja convertida
temperatura do mosto
- Avaliar quantidades | - Frascos Schott - O pH aumentou com o | - A enzima ja ndo | - Encomendou-se
diferentes de enzima - Quantidade de enzima: | tempo era viavel nova enzima
- Avaliar a acdo da | recomendada e em
3.1 | temperatura no processo excesso
- Avaliar as condicdes | - Niveis de oxigénio
Ensaio em arejamento elevados
frascos Schott . . - Temperatura ¥ °C . —
39| " Avaliar qu_antldades - Frascos Schott _ -Ao fim das_4 hora;o pH | - As condi¢bes de | -  Aumentar 0
3'3f diferentes de enzima - Quantidade de enzima: | ainda ndo tinha atingido | arejamento e | tempo de ensaio,
3' 4’ - Avaliar a acdo da | recomendada e em | o valor pretendido temperatura, até se atingir o pH
é temperatura no processo excesso estavam a afetar o | pretendido
35 | " Avaliar as condicbes | - Niveis de oxigénio processo
™~ | arejamento elevados

- Temperatura Y °C
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Tabela 5.22. Resumo final dos varios ensaios realizados (continuacao)

Ensaio Objetivo Condicbes Problemas Conclusbes Solucbes
- Simular as condic¢des de | - Y+55 °C (15 minutos) - Com as condi¢cdes | - As condicdes | - Tentou-se
pasteurizacao, sendo | - Y+61 °C (30 minutos) aplicadas nao se | utilizadas ndo | inativar a enzima
utilizadas varios binémios | - Y+64 °C com agitacao conseguiu inativar a | foram suficientes | por fervura
Tempo/Temperatura - Y+61 °C (30 minutos) enzima. para conseguir
- O pH continuava a | inativar a enzima
baixar ao longo do
tempo
Inativacdo da - Simular a adicdo da | - Y+60 °C durante 1 hora, | - Nao foi possivel atingir | - Estas condicbes | - Aumentar a

enzima

enzima na etapa da
brassagem com posterior
inativacdo por fervura

4 horas e 24 horas
- Y+80 °C durante 1 hora

a temperatura de
ebulicao devido a perda
de amostra.

nao foram
suficientes para
inativar a enzima

temperatura de
pasteurizacdo

- Verificar se o efeito de
uma pasteurizacdo a uma
temperatura mais elevada
seria  suficiente  para
inativar a enzima

- Y+80 °C durante 10
minutos
- Y+85 °C durante 10
minutos

- As amostras demoram
aproximadamente 1
hora até se atingir a
temperatura pretendida

- Nestas
condicbes foi
possivel inativar
a enzima
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5.5. Determinacao da concentragéo de glucose no mosto

Este ensaio teve por objetivo verificar qual a reducdo da concentracdo de glucose que se
encontra presente no mosto, pela acdo da enzima. O ensaio foi realizado por um método enzimatico,

gue se encontra descrito seguidamente.

5.5.1. Metodologia

Inicialmente o excesso de CO:2 que possa estar presente na amostra € removido, para tal,
colocou-se a amostra num erlenmeyer de 500 mL e agitou-se a amostra numa placa de agitagéo,
durante 10 minutos. Seguidamente filtrou-se a amostra com papel de filtro para um segundo
erlenmeyer de 500 mL e repetiu-se novamente este procedimento. Termoestatizou-se as amostras
num banho de agua a 20-25 °C e fez-se uma diluicdo 1:10. Utilizou-se quatro tubos de ensaio, dois
para o branco e dois para as amostras (uma amostra padrdo, onde ndo se utilizou enzima, e outra
com enzima). Nos tubos de ensaio em branco adicionou-se 1000 pL de solucdo de Adenosina
Trifosfato (ATP) e Fosfato de Dinucleotideo de Adenina e Nicotinamida (NADP). No tudo de ensaio
correspondente a amostra padrdo, e no tubo de ensaio correspondente a amostra com enzima,
adicionou-se 100 uL da respetiva amostra. Agitou-se os tubos e colocou-se num banho de agua a 20
°C durante 20 minutos. De seguida, colocou-se 2000 uL de agua destilada no tubo de ensaio que
corresponde ao branco e 1900 uL de amostra padrédo e de amostra com enzima nos tubos de ensaio
correspondentes. Agitou-se 0s tubos e transferiu-se para as cuvetes. Apés trés minutos mediu-se a
absorvéancia a 340 nm contra agua destilada (absorvancia 1). De seguida pipetou-se 20 uL da solucdo
de hexocinase e glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P) para as cuvetes, tapou-se com parafiim e
agitou-se, apés 15 minutos mediu-se a absorvancia a 340 nm contra agua destilada (absorvéancia 2).

5.5.2. Resultados e discusséo
A variacdo da absorvéancia foi calculada de acordo com a seguinte equacao:
AA = (A2-A1) amostra — (A2-A1) branco

onde A corresponde ao valor de absorvéancia.

A concentragdo de glucose foi calculada pela seguinte equacao:

VXM 5.441
[glucose]=—————— xAA=""= xAAglucose
EXAXvx1000 &

onde V corresponde ao volume final; Mw ao peso molecular da substancia; v corresponde ao

volume de amostra; d ao comprimento de onda e € ao coeficiente de extingdo NADPH, a 340 nm.

Na tabela 5.23 encontram-se os resultados das leituras das absorvancias de cada amostra.
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Tabela 5.23. Valores de absorvancia

Absorvéancia 1 Absorvéancia 2
Branco Padréo 0,103 0,103
(sem mosto) Amostra 0,108 0,103
Amostras Padrdo (sem enzima) 0,115 3,612
(com mosto) Amostra (com enzima) 0,121 2,571

De seguida pela formula da variacdo da absorvancia, calculou-se o valor do padrdo e da
amostra. Sendo depois calculada a concentracdo de glucose inicial, presente no padrdo e a

concentracdo da glucose presente na amostra. Os resultados encontram-se na tabela 5.24.

Tabela 5.24. Resultados variacao de absorvancia e concentracao de glucose

Padrao Amostra
AA 3,497 2,455
[glucose] (g/L) 3,02 2,12

Multiplicando estes valores pelo fator de diluicdo, verificamos que no padrao existe 30,2 g/L
de glucose e na amostra 21,2 g/L, o que indica, que a concentracdo de glucose reduziu cerca de

29,80% na amostra que contem a enzima em relacdo a amostra padrdo sem enzima.

5.6. Ensaio organolético

Apos a realizagdo dos varios ensaios e apods se ter atingido os objetivos inicialmente previstos,
realizou-se uma prova de andlise sensorial ao mosto com glucose oxidase. Nesta prova pretendeu-
se avaliar a dogura e a acidez do mesmo, comparando-o com uma cerveja Sagres Branca com Alcool

e uma cerveja Sagres sem Alcool e ainda com um mosto padrio (sem adi¢do de enzima).

5.6.1. Metodologia

Para este ensaio, diluiu-se (1:4) de 100 mL do mosto padrdo e 100 mL do mosto com enzima
proveniente do ensaio 6 (apos a sua pasteurizado a Y+80 °C durante 10 minutos) engarrafou-se e
encapsulou-se. Sendo novamente pasteurizado num banho de agua a Y+55 °C durante 15 minutos,

de forma a garantir a sua estabilidade microbiolégica.

5.6.2. Resultados e discussao

Na figura 5.26 encontram-se representadas as amostras que foram utilizadas na prova.
A amostra A corresponde a amostra de Sagres Branca com Alcool, a amostra B ao mosto padréo
com um pH de X+1,39, a amostra C a uma cerveja Sagres sem Alcool, e a amostra D ao mosto com

glucose oxidase com um pH de 4,18.
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Figura 5.26. Amostras utilizadas no ensaio organolético

As amostras acima foram classificadas pelos provadores, como muito doce e muito acida ou
pouco doce e pouco &cida, por ordem crescente de dogura e acidez. Na figura 5.27, é apresentado
0 quadro com a sua avaliacéo.

Figura 5.27. Avaliacdo organolética das amostras

Pela sua andlise podemos ver que os provadores consideraram a amostra A (Sagres Branca
com Alcool) com alguma dogura e acidez. A amostra C (Sagres sem Alcool) apresentou um sabor
mais doce e mais acido que a cerveja A. A amostra D (mosto com glucose oxidase), apresentou mais
docura que as amostras A e C. A amostra B (mosto sem glucose oxidase) apresentou um sabor muito
doce e sem acidez.

Esta diferenca de resultados a nivel organolético era expectavel, uma vez que se comparou
cerveja (um produto final) que se encontra carbonatada e aromatizada, com um mosto que nédo estava

carbonatado nem apresentava qualquer aditivo para além da glucose oxidase.
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Conclusao
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6. Conclusao

A cerveja sem alcool € considerada um alimento saudavel em relagdo a refrigerantes ou
bebidas alcodlicas, por apresentar uma baixa composi¢cdo calérica ao mesmo tempo que traz
beneficios contra algumas doencas (O’Sullivan, 2012; Silva, 2017).

No entanto, a sua quota de mercado em Portugal € de apenas 2% em comparagdo com
cervejas com alcool e vinho, estando o seu consumo dependente de varios fatores como a conducao,
0 uso de medicamentos ou gravidez (Silva, 2017).

O sabor doce e a mosto caracteristicos destas cervejas, ndo apreciado por muitos, é explicado
pela remocéo de alguns dos seus compostos aromaticos no momento da remocgao do teor alcodlico
da bebida (Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Catarino & Mendes, 2011), sendo este facto considerado um
motivo para 0 seu baixo consumo em comparagdo com outras bebidas (Silva, 2017).

Desta forma as industrias cervejeiras sentem necessidade de inovar, de desenvolver novos
produtos e processos, criando uma vantagem competitiva em relacdo a sua concorréncia (Kriicken-
Pereira et al., 2002).

Como tal, o presente trabalho pretendeu avaliar um novo processo de producdo de cerveja
sem alcool pela utilizacdo da glucose oxidase. Esta enzima é ja utilizada na industria alimentar,
nomeadamente na conservacao dos alimentos e na reducéo do teor alcodlico no vinho (Bankar et al.,
2009; Wong et al., 2008).

A utilizacdo da glucose oxidase na producao de cervejas sem alcool permite, pela conversao
da glucose (presente no mosto) a acido glucénico, uma diminuicdo da dogura e um aumento da
acidez, melhorando as caracteristicas organoléticas destas cervejas. Para além disto, ao reduzir a
concentracdo da glucose permite que as leveduras tenham menos agucares para fermentar ao
entrarem em contacto com o mosto, levando a uma diminuig&o do teor alcodlico (Wong et al., 2008).

Atualmente a Sociedade Central de Cervejas e Bebidas utiliza um processo de fermentacéo
limitada/controlada, ou seja, a cerveja entra em contacto com as leveduras, no entanto, a temperatura
aplicada limita a sua acéo, tornando-se mais dificil a fermentacdo dos aguUcares e a producéo de
etanol. E na fase de fermentac&o que a levedura produz subprodutos, que v&o contribuir para o sabor
e aroma da bebida, ao interrompermos o processo leva a que as cervejas sem alcool apresentem um
sabor doce e a mosto. De forma a melhorar estas caracteristicas, é entao adicionado acido a cerveja
(Ambrosi, 2016; Costa, 2016; Catarino & Mendes, 2011).

A utilizacdo de glucose oxidase, para além de apresentar a vantagem de ndo ser preciso
recorrer a adi¢do de acidos no seu processo, reduz a dogura do mosto.

De forma a avaliar o seu comportamento numa posterior fase industrial, foi necessario
recorrer a diversos ensaios em laboratério para se analisar a rea¢édo da enzima a diversos fatores que
sdo aplicados num processo de producdo, nomeadamente temperatura, arejamento e pasteurizacao.

ApoOs a realizacdo dos varios ensaios e de ultrapassados todos os constrangimentos
encontrados, foi possivel atingir os objetivos inicialmente propostos. Verificou-se que a uma
temperatura de Y °C, em condic¢des de arejamento idénticas as utilizadas em produgdo conseguiu-se

obter o pH inicialmente pretendido de X, idéntico ao da Sagres Branca com alcool.
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Na realizagdo dos ensaios para a inativacdo da glucose oxidase foi possivel verificar que
existiu uma diminuicdo da atividade enzimatica em todos os ensaios, no entanto, isso néo foi
suficiente para passar a um ensaio industrial. A inativagdo enzimética € um requisito fundamental,
umavez que a constante reducao do pH durante o tempo de vida Util do produto, traria consequéncias
ndo so6 a nivel do sabor, tornando a cerveja muito acida, como também poderia levar a uma diminuicéo
do pH abaixo do seu limite minimo legal de 3,5, segundo a Portaria n°® 1/96.

A inativagdo da enzima so6 foi conseguida a uma temperatura de Y+80 °C durante 10 minutos,
por um processo de pasteurizagdo. No entanto, pela prova de analise sensorial realizada, conclui-se
gue a temperatura elevada leva a uma deterioracdo das caracteristicas organoléticas desta cerveja.

Visto que as condicdes atuais de pasteurizacdo ndo séo eficazes na inativacdo da enzima,
chega-se a concluséo que a utilizacao de glucose oxidase, neste momento, nédo € eficaz na melhaoria
das caracteristicas organoléticas. Pois, se por um lado se consegue diminuir o pH da cerveja, com
consequente diminuicdo da sua dogura, por outro, as elevadas temperaturas necessarias para a sua
inativacdo contribuem para a perda da sua qualidade, devido a oxidacdo da mesma.
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Anexo 1 — Diagrama das Unidades de Pasteurizagcéo




