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Resumo

O setor cervejeiro atualmente movimenta uma cadeia produtiva responsavel por 15 %
da industria de transformacao no Brasil. A mosturacdo é a primeira operac¢do unitaria da
sala de brassagem e tem papel fundamental no perfil sensorial da cerveja. Sendo a
mosturagdo uma etapa com duragdo significativa, a busca por melhorias de processo que
levem a um aumento de produtividade da sala de brassagem é de grande interesse das
cervejarias. Nesse contexto, foi realizada uma proposta para melhoria de processo em
uma cervejaria do estado do RS, com capacidade de produ¢ao de aproximadamente
700.000 hL por més. Através do acompanhamento da mosturacdo e dos indices de
qualidade, identificou-se pontos que poderiam ser otimizados alterando-se o tempo de
repouso e a temperatura da rampa de mosturagdo. Com isso, foram realizadas quatro
variagcOes diferentes da curva de mosturacao original. Com estas variagdes pode-se
observar que o tempo de 24 minutos e a temperatura de 46,5 °C apresentaram os
melhores resultados de concentragdo de aminoacidos livres no mosto (FAN), 207mg.L'1.
Para o segundo repouso, o tempo de 11 minutos e temperatura de 62°C foi a melhor
condicdo para a concentracdo de maltose desejada. O terceiro repouso foi definido em 9
minutos e 72 °C, pois a reacdo com iodo apresentou colora¢do dourada ao final do
repouso e o grau de sacarificacdo ndo superou o limite superior de 0,2 dE. Tendo em vista
o tempo total da etapa de mosturacdo, a nova curva de mosturacdao proposta teve 26
minutos de duracdo a menos do que a curva inicial, a qual utilizava o tempo total de 130
minutos. A nova curva ndo resultou em impactos significativos nos parametros de
gualidade do mosto e aumentou a produtividade do processo.

Palavras-chave: cerveja, mosturacdo, atividade enzimdtica, FAN, acucares
fermentesciveis, curva de mosturacao.
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1 Introdugao

Na industria cervejeira, existe uma grande diversidade nos estilos e caracteristicas que
podem ser conferidas as cervejas. A etapa de mosturagdo é a primeira operagdo unitdria
de todo o processo e é onde sdo definidas as composi¢cdes de aglcares e nutrientes que
irdo compor o perfil sensorial do produto. A sua finalidade é recuperar, no mosto, a
maior quantidade possivel de extrato a partir de malte ou da mistura de malte e adjuntos.

As reagOes enzimdaticas que ocorrem na tina de mostura sdo controladas segundo uma
curva de temperatura, composta por rampas de aquecimento e patamares de repouso.
Cada patamar de repouso corresponde a atividade de uma enzima. As principais enzimas
que atuam na mostura sdao as proteases, as amilases e as glucanases. As proteases
produzem peptideos e aminoacidos pela digestdao das proteinas, sendo responsaveis pela
quebra das cadeias peptidicas em nitrogénio livre e proteinas, que servirdo como
nutriente para a levedura durante a fermentacdo e definirdo a consisténcia da espuma,
respectivamente. A reacdo de hidrélise do amido é catalisada pelas amilases, e a
atividade enzimatica das mesmas definira a proporcao entre aglcares fermentesciveis e
ndo fermentesciveis. As glucanases sdo responsaveis pela degradacdo dos beta-glucanos,
gue conferem a viscosidade ao mosto, influenciando na filtrabilidade do mesmo. As
enzimas citadas tem seu inicio no processo de maltagem e sdo aceleradas na mosturacao,
onde encontram condi¢cOes 6timas de pH e temperatura, além da presenca de grande
guantidade de agua.

Os fatores avaliados neste trabalho sdo parametros que influenciam na fermentacao,
etapa posterior a brassagem, onde ocorre a producdo da cerveja em si. O equilibrio entre
o FAN (aminodacidos livres) do mosto e a espuma é essencial e pode ser obtido com um
repouso proteolitico controlado. A proporcdo entre agucares fermentesciveis e ndo
fermentesciveis pode ser manipulada no segundo e terceiro repousos, momento em que
atuam as amilases. Além disso, analises inerentes ao processo como teste de iodo e grau
de sacarificacdo auxiliam na avaliacdo dos parametros de qualidade.

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar a influéncia da temperatura e
dos tempos de repouso da rampa de mosturacdo. Através deste estudo, serd proposta
uma nova curva de mosturac¢ao, visando aumentar a produtividade do processo.

Os objetivos especificos do trabalho sao:

1. Avaliar a influéncia do tempo do primeiro repouso no FAN do mosto para
diminuir a duracdao do mesmo;

2. Avaliar a elevagdo da concentracdao de maltose de acordo com a alteracdo das
condicdes do segundo repouso;

3. Avaliar a influéncia dos tempos e temperaturas do terceiro repouso através do
teste de iodo e sacarificacao;

4. Analisar a atividade enzimatica da alfa-amilase no terceiro repouso.
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2 Revisao Bibliografica

Para desenvolver um projeto de melhoria para a etapa de mosturagdo em uma
cervejaria, é necessario o entendimento das diversas etapas da producdo de cerveja, seus
objetivos e quais caracteristicas serdo influenciadas pela alteracdo da composicdo da
mostura. Além disso, é necessario compreender os parametros de qualidade do mosto e
quais destes devem ser avaliados para obter os resultados desejados. Por fim, o
conhecimento da cinética das reag¢Ges enzimaticas é essencial para a definicdo das
condicdes dtimas de mosturagao.

2.1 Cerveja: Historia e Classificagdao

Cerveja, produto tradicionalmente aceito e em evidéncia por milhares de anos, pode
ser definida como sendo uma bebida carbonatada de baixo teor alcodlico, preparada a
partir da fermentacdo do malte de cevada, contendo lUpulo e dgua, podendo ainda
utilizar outras matérias-primas como arroz, trigo ou adjuntos (Silva 2005).

Embora o homem ja dominasse a técnica de produzir bebidas fermentadas ha muitos
anos, pelo processo de malteacdo de graos, estima-se que por volta de 8000 anos A.C os
sumeérios e os assirios desenvolveram a arte de fabricar cerveja (Aquarone 2013).

O setor cervejeiro em 2013, segundo dados da CervBrasil (2014), produziu 13,5
bilhdes de litros do liquido no Brasil, gerando um faturamento da ordem de RS 70 bilhdes
e movimentando uma cadeia produtiva responsavel por 2 % do PIB (Produto Interno
Bruto) e 15 % da industria de transformagdo nacional.

As cervejas sdo classificadas pela legislacdo brasileira de diferentes formas, em fungao
das caracteristicas da fermentacdo e do produto acabado (SINDICERV 2015; Aquarone
2013).

e (Quanto ao extrato primitivo: leve (>5 % e < 10,5 %), comum (> 10,5 % e < 12
%), extra (>12,0 % e <14 %) e forte (> 14 %);

e (Quanto a cor: clara (menos de 2 unidades EBC) e escura (20 ou mais unidades
EBC(European Brewery Convention);

e Quanto ao teor alcodlico: sem alcool (menos de 0,5 % em volume de alcool),
alcodlica (igual ou maior a 0,5 % em volume de alcool);

e Quanto a proporgdo de malte de cevada: cerveja puro malte (100 %, em peso,
de malte de cevada), cerveja (>50 %, em peso, de malte de cevada) e cerveja
com o nome do vegetal predominante (<20 % e <50 % em peso de malte de
cevada);

e (Quanto a fermentacdo: Ale ou alta fermentacdo, cujas leveduras flutuam ao
final da fermentacado; Lager ou baixa fermentacao, cujo levedo fica depositado
no fundo do tanque no final do processo fermentativo.
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2.2 Matérias-primas

A antiga lei da pureza da cerveja (Reinheitsgebot) publicada em 1516, na Bavaria —
regido meridional da Alemanha —, estabelece que esta bebida deva ser produzida
exclusivamente com malte, lUpulo e dgua, sem qualquer aditivo (Aquarone 2013). Varios
outros paises produtores, no entanto, adicionam também adjuntos aos trés ingredientes
basicos.

2.2.1 Malte

Segundo (Palmer 1995), estudos mostram evidéncias de que a cevada é um grao
utilizado desde o Antigo Egito na produgdo de paes e bebidas. Apesar de varios cereais
como trigo, sorgo, aveia, arroz e milho poderem ser transformados em malte, através dos
processos de maceragao e germinac¢do, o malte de cevada é o preferido na producao de
cervejas do tipo Lager, Ale e Stout. A quantidade e a qualidade do malte utilizado
possuem efeito direto em propriedades caracteristicas da cerveja produzida, dentre elas,
cor, espuma e aroma (Bamforth 2009).

A eficiéncia da malteacdo depende da operagdo 6tima das funcgdes fisioldgicas da
cevada que estd sendo maltada (Palmer 2004). Cada estrutura que comp&em o grdo é
responsavel por uma caracteristica do malte produzido. O processo é divido em 3 etapas:
macerag¢ao, germinagao e secagem, como ilustrado na Figura 2.1.

CEVADA LIMPA E CALIBRADA

.

Agoa ~~==p MOLHA > Efluente
Ar s
Ar fresco e — ---->» Galor
S GERMINACAO R
umdo C > co.
Malte verde
v

Ar quente =--->» SECAGEM > Ar umido

|
Malte seco

Figura 2.1. Etapas do processo de malteacdo. Fonte: (EBC 2004)

A primeira fase da malteacdo é a maceracdo. Nesta etapa, a umidade relativa do grao
é aumentada de aproximadamente 11 % até 45 % para que a cevada fique em condic¢des
adequadas para germinar. O oxigénio necessario a respiracdao do embrido da cevada é
fornecido através da injecdao de ar nos tanques durante as trocas das dguas de maceracao
(Aguarone 2013).
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A segunda fase do processo é a germinac¢do. O potencial de germinacdo é um dos
indices mais importantes para a qualidade do processo de malteacdo (Bryce et al. 2010). E
nesta etapa que ocorre o aumento do poder diastatico do malte, ou seja, a elevacdo do
conteldo enzimatico através da sintese e ativacdo das enzimas amilases, glucanases e
proteases, de acordo com a Figura 2.2., que apresenta as organelas do grao e as enzimas
produzidas.

A aleurona é a organela responsavel pela producdao destas enzimas e é estimulada
pelo acido geribélico proveniente do embrido que estd germinando. As enzimas
produzidas quebram as cadeias de amido e proteinas do grdo disponibilizando substrato
solivel e aminodacidos essenciais para etapas posteriores do processo cervejeiro (Palmer
1995). A solubilizagdo do amido e das proteinas sdo medidas, respectivamente, pela
densidade do mosto e pela razdo do nitrogénio soltuvel e o total de nitrogénio no grao
(Bryce et al. 2010).

ALEURONA

- ENDOSPERMA
g MODIFICADO

ENDOSPERMA
NAO-MODIFICADO

Figura 2.2. Grao de malte durante o processo de germinacgdo. Fonte:
(http://www.camunbeer.com.br/)

A etapa final do processo de malteacdo é a secagem. Nesta etapa, ocorre a inibicdo da
atividade enzimatica e a reducdo da umidade do grao de 45 % para 5 %, a fim de
interromper as reacdes bioquimicas de dentro do grdo. Outros efeitos como a definicdo
de caracteristicas organolépticas do produto ocorrem neste momento. A resultante do
processo sdo graos com alto potencial enzimdtico, extrato e proteinas solubilizadas para
serem utilizados durante o processo de producdo de cerveja (Palmer 2004).

2.2.2 Lupulo

O lupulo utilizado na fabricacdo da cerveja sdao as flores secas da planta fémea do
ldpulo (Humulus lupulus), que é natural de zonas temperadas no hemisfério norte
(Feistler 2014). O objetivo principal do lupulo é conferir amargor e aroma a cerveja, duas
caracteristicas sensoriais muito importantes (Lewis e Bamforth 2006). Os alfa-acidos sdo
0s compostos responsaveis pelo sabor caracteristico do lupulo dentro da cerveja. Quando
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adicionadas ao mosto, na etapa de fervura do mosto, as moléculas de alfa-acidos sado
isomerizadas e solubilizam-se no mosto (Aquarone 2013).

2.2.3 Agua Cervejeira

A agua representa a maior parte da cerveja, em torno de 90 % em volume, exercendo
grande influéncia sobre a qualidade da mesma. A agua a ser utilizada no processo de
producdo de cerveja ndo deve apenas satisfazer os requisitos de uma agua potavel, mas
deve apresentar caracteristicas especificas para assegurar um pH desejavel da mistura de
malte e adjunto durante a mosturacdo, promover extracdo de principios amargos e
aromaticos do ldpulo, bem como uma boa coagulacdo proteica durante a fervura do
mosto; permitir uma fermentacdo asséptica e desenvolver cor, aromar e sabor
caracteristicos do tipo de cerveja a ser fabricada (Lewis e Bamforth 2006).

A cerveja Pilsen, por exemplo, necessita de dgua mole para a sua producdo, isto &,
pobre em cdlcio e magnésio, na forma de cloretos, sulfatos e bicarbonatos (Aquarone
2013).

2.2.4 Adjuntos

Com intuito de aumentar a produ¢ao sem a necessidade de aumentar a dimensao das
instalagbes, tem-se tornado comum em cervejarias com alta escala de producdo a
utilizacao da tecnologia de high-gravity brewing (Mikulski, Ktosowski, e Rolbiecka 2015).
Esta forma de producdo do mosto é também conhecida como de alta densidade, onde o
mosto podera ter elevadas concentracdes de acucar, requerendo entdo uma diluicdo da
cerveja em uma etapa posterior. Ndo ha regra geral com relacdo a utilizacdo de adjunto,
cada cervejaria deve definir a propor¢do malte/adjunto para cada tipo de cerveja que
produz (Aquarone 2013).

Adjuntos sdao materiais formados por carboidratos ndo maltados, com composicdo e
propriedades que complementam ou suplementam de forma benéfica o malte de cevada.
Os adjuntos podem ser divididos em dois grupos: um necessita de tratamento enzimdtico
para a quebra das cadeias de amido na sala de brassagem e o outro ndo, pois passou por
este tratamento antes de sua comercializacdo (Ryder e Power 2004). Segundo D’Avila et
al (2012), o grits é um exemplo de adjunto com alta concentracdo de amido que necessita
receber o tratamento dentro da sala de brassagem. Ele é produzido a partir do milho
degerminado, apds moagem e classificacdo granulométrica. A alta maltose também é um
composto proveniente do milho, no entanto ndo requer tratamento dentro da cervejaria
e pode ser adicionada no cozinhador de mosto.

2.3 Processo Fermentativo

O processo fermentativo é a etapa da producdo de cerveja em que ocorre a conversao
dos acucares do mosto cervejeiro em etanol e gas carbonico. Para realizar este processo
sdo utilizadas leveduras. As leveduras utilizadas na producdo de cerveja pertencem a
espécie Saccharomyces cerevisiae. A selecdo de leveduras, que apresentam boas
caracteristicas cervejeiras, pode ser feita a partir de cepas (racas) existentes na prdpria
cervejaria, em outras fabricas que utilizam processo tecnoldgico semelhante ou, ainda,
em coleg¢des de cultivos mantidos por laboratérios em varias partes do mundo (Aquarone
2013).
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Na fabricagdo de cerveja, as leveduras sao capazes de utilizar determinados agucares
com o auxilio de enzimas: sacarose, glicose, frutose, maltose e maltotriose (Russell 2004).
Estes acucares sdao definidos como aclcares fermentesciveis. A maioria de cepas de
cerveja ndo consegue metabolizar acicares com cadeias maiores, como a maltotetraose e
outras dextrinas. Estes, portanto, sdo os aclcares ndo-fermentesciveis.

A glicose é o acgucar preferencialmente consumido pelos microorganismos do
processo cervejeiro, porém, um excesso deste aglcar no fermentador pode inibir o
consumo de maltose e maltotriose (Russell 2004). Como estes dois aglcares representam
a maior parte da composicao do mosto cervejeiro, a disposi¢cao da levedura para
consumi-los é vital para a ocorréncia de uma boa fermentacgao.

As leveduras cervejeiras podem catabolizar (quebrar) agucares seguindo dois
caminhos metabdlicos distintos. Sob condi¢des de anaerobiose elas fermentam uma
molécula simples de agucar, glicose, por exemplo, produzindo duas moléculas de etanol,
duas de gas carbdnico e energia, conforme mostra na Equacgdo 2.1 .

CeH1,06 = 2CH3CH,0H + 2CO, +ENERGIA  Equagdo 2.1

Na presenca de oxigénio, a levedura pode oxidar completamente as moléculas de
acucar e produzir gas carbOnico, agua e energia (Aquarone 2013), conforme mostrado na
Equagao 2.2.

CgH1206+ 60, 2 6CO, + 6H,0 +ENERGIA Equagao 2.2

Para o cervejeiro as duas vias metabdlicas sdao importantes. A via respiratéria —
energicamente mais eficiente — é utilizada no inicio do processo de fermentacdo, com a
finalidade de promover o crescimento e o revigoramento do fermento. A via fermentativa
tem a fung¢dao de promover a transformagdao do mosto em cerveja, através da conversao
do acucar em alcool e gés carbonico (Aquarone 2013).

Na fermentacdo conduzida pelo processo de batelada, o tipo de levedura determina o
tipo de fermentacdo: alta ou baixa. Na alta fermentacdo, o agente fermentativo é a
levedura ale e no final do processo o microorganismo tende a subir para a superficie do
mosto. Durante a inoculacdo, o mosto deve estar na temperatura entre 14 °C e 18 °C. A
baixa fermentacdo é conduzida utilizando a levedura lager em tanques com fundo conico,
por causa da decantacdo do microorganismo que ocorre no final do processo. A
inoculacdo do mosto deve ocorrer de 10 a 15 °C (Oetterer 2010).

2.4 Tecnologia na Elaborag¢do da Cerveja

O processo de producdo de cerveja tem seu inicio na sala de brassagem de uma
cervejaria, que engloba opera¢des unitdrias como a moagem do malte, mosturacao,
filtracdo, fervura, decantacdo, aeracdo e resfriamento do mosto. O processo de
brassagem é a etapa onde o subtrato que entrard na fermentacdo é preparado. E na
fermentacdo que o substrato transforma-se na cerveja propriamente dita, que sera
filtrada e envasada posteriormente.

2.4.1 Moagem

Na moagem do malte, o grao deve ter sua casca rasgada longitudinalmente, para
deixar exposto o endosperma amilaceo. Este, deve ser triturado para facilitar o ataque
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das enzimas durante a mosturacdo. E importante que, na moagem do malte, a producio
de farinha fina seja minima, a fim de evitar o entupimento da malha filtrante durante a
filtragdo do mosto. O tipo de moinho (de rolos ou de martelo) a ser utilizado estd
diretamente relacionado com o equipamento de filtracdo, tina filtro ou filtro prensa
(Aquarone 2013).

2.4.2 Mosturagdo

Ao processo de transformacdo das matérias-primas cervejeiras (dgua, malte, lapulo e
adjunto) em mosto, denomina-se mosturacdo ou brassagem (Aquarone 2013). O objetivo
principal da mosturagdao é solubilizar através de agdo enzimdtica o amido contido nos
graos de malte produzindo extrato e outros nutrientes (Green 2015). A hidrdlise do amido
durante este processo ocorre pela acdo do complexo enzimdatico fornecido pelo malte,
principalmente as enzimas alfa e beta-amilase. Estas enzimas formam acucares
fermentesciveis e aclUcares ndo fermentesciveis. O mosto cervejeiro é composto
geralmente de 75 % de acucares fermentesciveis, sendo 10 % de glicose, 45 % maltose,
15 % maltotriose e 5 % sacarose. Os 25 % de acUcares ndo fermentesciveis sao divididos
em 10 % maltotetraose e 15 % dextrinas (Barnes 2004).

A mosturacdo ocorre em um tanque denominado tina de mosturacao ou mosturador,
como ilustrado na Figura 2.3 . Para adjuntos amilaceos, como o grits de milho, é necessario
preparar o adjunto juntamente com malte e dgua em um cozedor de cereal. Neste
segundo tanque, as enzimas do malte solubilizam o amido do adjunto. Quando o amido
estiver solubilizado, esta massa é transferida para a tina de mosturacdo e continua-se o
processo. Quando se utilizam adjuntos amildceos pré-gomificados, como os flocos de
milho, dispensa-se a utilizacdo deste segundo tanque (Aquarone 2013).

Figura 2.3 Tina de mostura ou Mosturador de uma cervejaria. Fonte: (http://www.engenharia-
brasil.com)

As reacGes que ocorrem na tina de mostura sdo controladas segundo uma curva de
temperatura, composta por rampas de aquecimento e patamares de repouso. Para que
todas as enzimas de interesse estejam ativas, o pH do meio também deve ser ajustado. A
Figura 2.1 apresenta um resumo da atuacdo das enzimas e suas respectivas condi¢des
otimas de pH e temperatura.
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Tabela 2.1 Atuagdo enzimatica e suas respectivas condi¢des 6timas de pH e temperatura.
Fonte: (Tschope 2001).

Enzima Atuacdo pH Temperatura [°C]

Decomposicao da hemicelulose para glucanos

Hemicelulase ) .y 4,5a4,7 40 a 45
de baixa e média massa molar
Exo-Peptidade Decomposicao das proteinas de alta e média 52282 40 a 50
massa molar
Endo-Peptidase Decomposicdo das proteinas para produtos 50 50 3 60

intermedidrios de alta e média massa molar
Desagregacdo do amido para maltose e
Dextrinase maltotriose pela desagregacdo das 5,1 55a60
combinagdes 1-6
Decomposicao do amido para maltose pela

- amil 4
B - amilase desagregacdo das combinacgGes 1-4 >4e56 60265
Decomposicdo do amido para dextrinas
a-amilase inferiores pela desagregacdo das combinacées 5,6e5,8 70a75

1-4

Por ser um processo dependente da temperatura, o equipamento utilizado é
revestido com uma camisa de vapor (Barnes 2004). Para assegurar uma homogeneidade
na temperatura da mostura, as tinas sao providas de um agitador, normalmente com
duas hastes, instalados no fundo do equipamento. A Figura 2.4 ilustra o sistema de
controle de temperatura e agitacdo do equipamento. Na entrada da camisa de vapor ha
uma valvula que tem sua abertura controlada conforme a pressdao de vapor necessdria
para o aquecimento. Ha também trés saidas de vapor condensado, para que o mesmo
retorne para a area de utilidades da cervejaria.

AE Alivio de ar

L ST Alivio de condensado
X LSL Detector de nivel

LT Transmissor de nivel
TT Transmissorde
Temperatura

Controle da Exaustor

pressdo de VAN

wapor

Agua Quente/CIP

(r7)
N/

7 Agitac8o lenta

“‘ Agitacdo rapida

} "
Motor de N o '\L_EE' N
agitagdo [

Filtragdo da o Y
mostura - @' Retorno de

condensado
Bomba de

transferéncia

Figura 2.4 Sistema de controle de temperatura em um mosturador. Fonte: Adaptado de (Barnes
2004)

2.4.2.1 Enzimas Importantes no Processo de Mosturagdo

O sistema de aquecimento de temperatura em patamares permite ao cervejeiro
manipular a composi¢dao da mostura para adquirir o mosto desejado de acordo com o
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tipo de cerveja. Além do mais, a eficiéncia na remogao dos compostos do malte como
extrato e proteinas pode ser aumentada utilizando esta tecnologia (Green 2015). Cada
patamar de repouso estd relacionado com a acdo de uma enzima sobre algum composto
do malte. O nuimero de etapas de repouso, a duracdo de cada uma delas e as
temperaturas utilizadas definirdo caracteristicas do mosto como fermentabilidade e
filtrabilidade (Muller 1991). O entendimento do comportamento das enzimas portanto, é
essencial para a manipulagdo dos tempos e temperaturas dos repousos da curva de
mosturagao.

As enzimas sdao moléculas de proteina que atuam como catalisadores bioldgicos. A
atividade de uma enzima é definida pelo formato do seu sitio ativo, ou seja, existe apenas
um tipo de molécula na qual a enzima pode atuar (Branco et al. 2009). As enzimas sdo
ativadas e produzidas no processo de malteagao da cevada, portanto elas estdo presentes
no malte (Pozen 1934). As principais enzimas do malte sdo as amilases, as proteases e as
glucanases.

Sdo seis os fatores que influenciam na atuagdo das enzimas: concentragdo da
mostura, temperatura da mostura, pH da mostura, tempo de repouso na mostura,
concentragdo de cdlcio na mostura e composicdo da moagem (Feistler 2014). Quando a
estrutura de uma enzima é quebrada por excesso de temperatura, ou seja, a enzima é
desnaturada, ocorre uma deformacdo permanente do sitio ativo da mesma, inativando-a
(Nelson e Cox 2002).

2.4.2.1.1 Amilases

As amilases sdo carboidrases capazes de hidrolisar ligagdes glicosidicas a-1,4 e/ou a-
1,6 presentes no amido, no glicogénio e nos sacarideos derivados. Na mosturacdo, as
amilases tém por func¢do quebrar o amido, polissacarideo cujo monémero constituinte é a
glicose, em moléculas menores (Nelson e Cox 2002). Estes servirdo de substrato para a
levedura no processo de fermentacao (Green 2015).

As alfa-amilases (EC 3.2.1.1) sdo enzimas largamente distribuidas na natureza,
produzidas por animais, vegetais (principalmente em sementes amilaceas, especialmente
durante a germinacdo) e microrganismos. Sdo endocarboidrases que hidrolisam ligacdes
a-1,4, existentes na amilose e amilopectina de forma aleatéria, na porcao central das
moléculas (Koblitz 2013).

As beta-amilases (EC 3.2.1.2) sdo exoenzimas que hidrolisam exclusivamente ligacdes
glicosidicas a-1,4 do amido, a partir da extremidade ndo redutora, liberando unidades de
maltose. O resultado da hidrolise de amilose por beta-amilases é cerca de 90 % de
maltose e 10 % de glicose e maltotriose (Koblitz, 2013). A Figura 2.4 representa a
interacdo das amilases com o amido e os respectivos agucares produzidos.
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CH,0H E1H,CH £ £3H

f = amilase

Figura 2.5 Representacdo esquematica das rea¢des enzimaticas das amilases. Fonte: (Gava, Da
Silva, e Frias 1978)

2.4.2.1.2 Proteases

As proteases (EC 3.4) sdo enzimas que pertencem ao grupo das hidrolases. Elas
catalisam a reacdo de hidrdélise das ligacOes peptidicas das proteinas e podem ainda
apresentar atividade sobre ligacdes éster e amida (Koblitz 2013). As enzimas proteoliticas
(proteases) atuam na decomposicao das proteinas. Proteinas ja solubilizadas durante o
processo de malteacdo continuam sendo degradadas (Pozen 1934). Proteinas ainda
insoluveis serdo degradas pelas enzimas. Grande parte das enzimas que ndo foram
degradadas durante os processos de malteacdo e mosturagdo sao eliminadas no bagacgo
de malte, na etapa de filtragdo do mosto (Silva 2005).

As proteases podem ser divididas em dois tipos: as endo-peptidases e as exo-
peptidases. As endo-peptidases quebram as longas cadeias de aminoacidos na sua parte
central, produzindo proteinas de médio e baixo peso molecular. As exo-peptidases
quebram as cadeias pelas extremidades, produzindo aminoacidos livres (Nelson e Cox
2002).

2.4.2.1.3 Beta-glucanases

As beta-glucanases (E.C.3.2.1.6) sdo celulases que realizam a endohidrélise das
ligacdes 1,3- ou 1,4- dos beta-D-glucanos de alto peso molecular (Polaina e Maccabe
2007). Os beta-glucanos sdao também chamados substancias gomosas e atuam na
decomposicdo e solubilizacdo do malte durante o processo de malteacdo. Estas
substancias de alto peso molecular solubilizam-se em &agua durante a mosturacdo
aumentando a viscosidade do mosto (Nelson e Cox 2002).

2.4.2.2 Influéncia de Adjuntos no Processo com Elevadas Concentragoes

Segundo Muller (1991), mostos de baixa densidade apresentaram amido residual apds
a mosturacdo e menos acglcares fermentesciveis, em comparacdo com mostos de alta
densidade. De acordo com o autor, isto ocorre devido as enzimas amiloliticas nas tinas
com alta razdo cereal/dgua que tornam-se mais resistentes a inativacdo térmica e,
portanto, ocorre uma atuag¢do enzimdtica mais prolongada.

Em processos que utilizam a tecnologia de mostos com alta densidade, é comum a
utilizagdo de adjunto como, por exemplo, flocos de milho, para diminuir o custo de
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producdo de cerveja. A adicdo destes adjuntos, no entanto, deve ser controlada para nao
afetar a qualidade do mosto (D’Avila et al. 2012). O principal impacto da adi¢cdo de
adjuntos é a concentracdo de compostos nitrogenados, medidos pelo FAN, que servem de
nutrientes para as leveduras durante a fermentacao.

Uma alternativa para suprir a falta de compostos nitrogenados é a adicdo de
complexos enzimaticos para aumentar a digestdo de proteinas na massa e fornecer o
nitrogénio mais soluvel (Ryder e Power 2004). Os complexos enzimaticos também sao
utilizados para suprir ocasionais ndao homogeneidades de enzimas no malte, resultantes
de alguma alteragao durante a malteagdo da cevada (Bamforth 2009).

2.4.2.3 Influéncia da temperatura e do tempo de repouso na atividade enzimdtica

Para decidir o numero de repousos, as temperaturas e as duracdes de cada um, é
necessario levar em conta o tipo de cerveja e qual o perfil sensorial da mesma. A curva de
mosturagdo para uma cerveja Stout, por exemplo, ndo apresenta repouso proteolitico,
como é ilustrado na Figura 2.6 . O repouso proteolitico é responsavel pela quebra das
cadeias de proteinas que compde a espuma da cerveja. Tendo em vista que esta cerveja
tem como caracteristica uma espuma mais consistente, o repouso proteolitico ndo foi
utilizado, para evitar o rompimento das cadeias peptidicas de alto peso molecular

(Papazian 2004).
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Figura 2.6 Curva de mostura¢do em patamares de temperatura para cerveja Stout/Ale. Fonte:
Adaptado de (Green 2015).

Para cervejas do tipo Pilsen, pode-se utilizar 5 repousos referentes as enzimas beta-
glucanases, proteases, beta-amilases , amilases e inativacdo enzimatica, como ilustrado
na Figura 2.7 .
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Figura 2.7 Curva de mostura¢do em patamares de temperatura para cerveja Pilsen/Lager.
Fonte: Adaptado de (Green 2015)

Vdrias glucanases sdo ativas por até cerca de 60 °C, mas a mais importante glucanase,
(1,3,1,4)-betaglucanase, tem uma temperatura 6tima em torno de 45 °C. Betaglucanos
sdo encontrados em concentra¢des mais elevadas em centeio, trigo, aveia e maltes que
ndo tiveram o amido totalmente solubilizado (Green 2015). Tendo em vista que os maltes
utilizados para fabricacdes de cerveja Pilsen tem seu conteddo amildceo totalmente
solubilizado no processo de malteacdo, pode-se desconsiderar o repouso das beta-
glucanases (Beleti, Duarte, e Georg-Kraemer 2012).

Sendo assim, o primeiro repouso da rampa de mosturacdo de uma cerveja Pilsen é o
repouso proteolitico. Este repouso normalmente opera na temperatura de 44 °C a 59 °C,
com uma duracdo de 15 a 30 minutos (Green 2015). Os dois tipos de proteases, as endo e
as exo, possuem faixas de temperatura 6tima de operac3o diferente de 50 a 60 °C e 40 a
50 °C, respectivamente (Feistler 2014). Lei e colaboradores (2013), estudando a mudanca
na concentracdo de aminodcidos livres através da adicdo de proteases comerciais
(Neutrase, Flaorzyme e Protamex) no mosto, mostraram que uma otimizacdo na atuagao
enzimatica das proteases afeta diretamente a quantidade de FAN do mosto e
consequentemente melhora a fermentacdo. Uma liberacdo excessiva de aminodcidos
causada por atividade excessiva das proteases, no entanto, impacta na espuma de cerveja
que é composta por proteinas. Um equilibrio entre FAN e espuma, portanto, deve ser
encontrado para satisfazer os requisitos sensoriais de cada cerveja.

O segundo e o terceiro repouso é quando ocorre a atuacdao das amilases. Muller
(1991),utilizando um sistema de mosturacdo em pequena escala, com a adi¢do de 1,5 kg
de malte de cevada e 3,75 L de agua (razdo agua/malte de 2,5:1), comparou a
estabilidade das enzimas alfa e beta-amilase na temperatura de 65°C . Apds 60 minutos
de teste, a atividade da alfa-amilase manteve-se em 50 % e a da beta-amilase caiu para
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menos de 10 % da atividade no inicio do processo. O fator de decaimento da atividade
enzimatica pode ser representado pela Equacdo 2.1, onde Ay é atividade da enzima no
inicio do experimento, t € o tempo e k o fator de decaimento.

A= Aje Equacdo 2.3

O fator de decaimento k foi quase 4 vezes maior para a enzima beta-amilase, como
ilustrado na Figura 2.8. Além disso, o autor calculou o potencial de atividade das enzimas,
ou seja, a conversao do composto respectivo de cada uma por grama de malte presente
na mostura. A atividade total da alfa-amilase foi aproximadamente 25 vezes maior que a
atividade da beta-amilase, ou seja, a alfa-amilase converteu 25 vezes mais amido por
grama de malte, do que a beta-amilase produziu de maltose por grama de malte. Com
isso, o autor concluiu que a perda de atividade da alfa-amilase influenciaria menos a
concentracdo de amido do que a perda de atividade da beta-amilase influenciaria a
concentracao de maltose.
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Figura 2.8 Inativacdo das enzimas amiloliticas do malte na temperatura de 65°C. A atividade da
alfa-amilase ( =-w) é apresentada em gramas de dextrinas hidrolisadas por minuto por grama de

malte. A atividade da beta-amilase (0-0) é apresentada em gramas de maltose produzida por
minuto por grama de malte). Fonte: (Muller 1991)

Segundo Bamforth (2009), o terceiro repouso pode ter até 60 minutos de durac¢do. No
entanto, Green (2015), fala que para diversos tipos de malte a conversao do amido ocorre
de forma mais rapida e o repouso pode ser interrompido assim que a reacdao com o iodo
ndo apresentar mais mudancas de coloracao.

Temperaturas de terceiro repouso fora da especificacdo impactardo no aumento do
tempo necessdrio para a reagdo negativa ao iodo pela reducdo da atividade da alfa-
amilase (Feistler 2014).
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No ultimo repouso, realizado a temperaturas acima de 75 °C , ocorre a inativacdo
enzimatica por temperatura (Bamforth 2009). A inativagdo das enzimas ou redugdo
significativa da sua atividade tem como objetivo estabilizar a composi¢cdo de extrato do
mosto (Lewis e Bamforth 2006) . O tempo deste repouso normalmente é apenas o tempo
de transferéncia do mosto para a préxima etapa.

2.4.3 Filtragdo, Fervura e Preparo do Mosto

Ao final da mosturacdo, quando as enzimas ja estdo inativas, o mosto procede para a
etapa de filtracdo ou clarificacdo, para ser realizada a retirada do bagaco, massa
resultante da aglutinacdo da casca com residuos do processo (Oetterer 2010). Esta etapa
pode ser realizada em tinas filtro, por sedimentacdo natural, ou em filtros prensa, que
utilizam telas para reter a massa que deseja ser separada do mosto (Silva 2005).

Na etapa seguinte, hd acréscimo de lipulo e o mosto é fervido. Os objetivos desta
etapa sdo a inativacdo das enzimas, esterilizacdo do mosto, coagulacdo proteica, extracdo
de compostos aromaticos e amargos do lupulo, formacdo de substancias constituintes do
aroma e sabor, evaporacdo de d&gua excedente e de componentes aromaticos
indesejaveis no produto final (Barnes 2004).

Antes do mosto seguir para a etapa de fermentacdo, é necessario finalizar o seu
tratamento através da retirada do precipitado, também chamado de trub, em um
decantador; resfriar o mosto e aerar o mesmo com o objetivo de melhorar a atuacdo das
leveduras (Silva 2005).

2.4.4 Obtencgdo da Cerveja

No processo cervejeiro, varios subprodutos desenvolvem-se durante a fermentacao,
produtos intermedidrios permanecem no liquido e componentes do mosto sdo
assimilados pela levedura (Silva 2005). As leveduras produzem os compostos ativos do
aroma e do sabor da cerveja como subprodutos da sintese necessdrios ao seu
crescimento e metabolismo. Além da influéncia das condicdes de fermentacdo,
temperatura e duragdo do processo fermentativo, a concentragdo e composi¢cdo do
mosto influenciam diretamente nas caracteristicas sensoriais da cerveja (Barnes 2004).

2.5 Parametros de Qualidade do Mosto

A determinacdo das caracteristicas do mosto através de parametros de qualidade é
importante na obtencdo de informagdes quanto ao desenvolvimento do processo de
mosturacdo e na identificacdo do impacto desse mosto no processo de fabricacdo de
cerveja (Barnes 2004).

Esses parametros de qualidade sdo compostos por analises fisico-quimicas, sensoriais
e fisiolégicas realizadas através de métodos oficiais e padronizados por entidades
reconhecidas, tais como European Brewery Convetion (EBC 2004).

2.5.1 Extrato do Mosto Primdrio

A andlise de extrato determina todas as substancias que foram solubilizadas no
processo de mosturacdo. Quanto maior seu valor, melhor sera o rendimento da sala de
brassagem, na fabricagdo de cerveja (Feistler 2014). A andlise é realizada em um
densimetro digital, que mede a densidade do mosto em grau plato (°P), unidade que
representa a concentracdo (em massa) das substancias dissolvidas no mosto (EBC 2004).
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2.5.2 FAN

Free Amino Nitrogen, abreviado como FAN, é a quantidade de nitrogénio livre na
forma de aminodcidos que compdem o mosto. Este composto serve de nutriente para a
levedura e tem impacto no aumento da multiplicacdo celular e fermentabilidade do
microrganismo. A concentragdo de FAN no mosto estd diretamente associada ao
desempenho das proteases durante a mosturacdo (Lei et al 2013). Concentracdes em
torno de 160 mg.L™ sdo consideradas aceitaveis (Feistler 2014)

2.5.3 Grau de Fermentagdo Aparente Final (GFAF)

Indica a relagcdo entre o extrato fermentdvel e o extrato original do mosto.
Considerando um mesmo extrato original, quanto maior o GFAF, maior sera o teor de
alcool na cerveja pronta, menor sera o extrato aparente (teor de dextrinas) e mais leve e
menos encorpada sera a cerveja(Feistler 2014).

2.5.4 Reagdo com lodo

Moléculas de alto peso molecular (como a amilose e a amilopectina) podem sofrer
reacOes de complexacdo, com formacdo de compostos coloridos (Nelson e Cox 2002). Um
exemplo importante é a complexacdo da amilose e da amilopectina com o iodo,
resultando em complexo azul e vermelho-violdceo, respectivamente. A Figura 2.9
esquematiza a interacdo do iodo com a estrutura do amido. O aprisionamento do iodo
da-se no interior da hélice formada pela amilose. Como a amilopectina nao apresenta
estrutura helicoidal, devido a presenca das ramificaces, a interacdo com o iodo sera
menor e a coloragdo, menos intensa.

Amido
amilose + amilopectina

Figura 2.9 Aprisionamento da molécula de iodo na cadeia helicoidal da amilose.
Fonte: (http://www.fcfar.unesp.br/alimentos/bioquimica/praticas_ch/teste_amido.html)
acessado em 15 de novembro de 2015.

O teste do iodo é realizado através da adi¢cdo.de gotas de solucdo de iodo 0,02 % a 1
mL de mostura. Resultados positivos (coloracdo azul ou violacea) indicam a presenca de
amido ndo degradado e impedem a continuidade do processo devido a problemas de
filtrabilidade, turbidez e estabilidade do produto. O resultado desejado é a reacdo
negativa ao iodo, que apresenta coloracdo amarela (Feistler 2014).
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2.5.5 Grau de Sacarificagdo

Quanto maior for o grau de sacarificacdo menor tera sido a conversao amilolitica.
Residuos de amido ndao degradado podem provocar problemas de fermentacgao,
filtrabilidade, turbidez e estabilidade coloidal da cerveja pronta (Feistler 2014).



DEQUI / UFRGS — Paola Cunha Bandinelli 17

3 Materiais e Métodos

O estudo de caso de melhoria no processo de mosturagdo foi desenvolvido em uma
Sala de Brassagem de uma cervejaria situada no Rio Grande do Sul, portanto o
mapeamento e a descricdo do processo produtivo caracteristico da unidade estdo
diretamente ligados a metodologia aplicada.

3.1 Descri¢cao do Processo

A capacidade produtiva nominal da planta da empresa é de 700000 hL de cerveja por
més. O processo de producdo de cerveja inicia em duas Salas de Brassagem, com a
producdo de bateladas de mosto de alta densidade, que serdo posteriormente diluidas
1,4 vezes na etapa de Filtracdo da Cerveja. O experimento foi realizado na Sala 2 de
Brassagem do departamento de Processo Cerveja, que produz 1100 hL de mosto por
fabricacao.

A etapa inicial da sala de Brassagem é a arriada do malte, também chamada de
mashing-in. Nessa etapa, o malte previamente moido em um moinho tipo martelo é
transferido para a tina de mostura. Antes da adicdo do malte, a tina de mostura recebe
uma quantidade de dgua quente a 47 °C, o qual tem a func¢3o de evitar grumos e
promover uma mistura homogénea. O controle da temperatura da 4gua é fundamental,
porque as reagbes enzimaticas iniciam nesta etapa e cada enzima possui uma faixa de
temperatura ideal.

Na sequéncia da operacdo, a agua base é adicionada na tina de mostura até a
concentracdo desejada, que é definida pela relagdo de dgua e malte estipulada na receita.
E importante salientar que uma quantidade de flakes de milho é dosada durante a arriada
juntamente com o malte, para complementar de forma benéfica e rentdvel o teor de
carboidratos do mosto.

A préxima etapa é a dosagem de cloreto de calcio em quantidade suficiente para
. ~ ’ 2+ ’ .« .
garantir a concentragdo de ion Ca“". Este ion presente na mostura protege a atividade da
alfa amilase e melhora a filtrabilidade do mosto.

O ajuste do pH é feito pela adicdo de acido fosforico. Quanto maior a dosagem de
acido, menor sera o pH de inicio de mostura. O acido deve ser dosado, logo apds a
dosagem de cloreto. A faixa de pH aceitavel na mostura é de 5,10 a 5,50.

Apds o ajuste do pH, ha a adicdo de complexos enzimaticos de alfa-amilase, beta-
glucanase e xilanase que tem por objetivo suprir possiveis ndo homogeneidades de
enzimas no malte.

A tina de mostura utilizada é um tanque de aluminio com volume nominal de 1500 hL,
acoplado com um agitador com 2 pas que fornece uma agitacdo de 500 rpm. O
equipamento é dotado de uma camisa de vapor para controle da temperatura. A injecdo
de vapor é controlada por valvulas reguladoras. O vapor é fornecido a uma pressao de 7
bar por um departamento proprio da fabrica, que utiliza uma caldeira a 6leo e 4 caldeiras
alimentadas com casca de arroz.

As temperaturas e tempos de repouso sdo alimentados no sistema de controle pelo
operador e, inicialmente, seguia a curva apresentada na Figura 3.1 com pequenas
variacles entre as fabricacGes.
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Figura 3.1 Curva de mosturacdo original da cervejaria.

Ao final do terceiro repouso, é realizado o teste de iodo na mostura. O teste serve
para analisar se todo amido da mostura foi hidrolisado e o processo pode continuar
elevando a temperatura para inativagdo das enzimas.

Para andlise dos itens de qualidade da mostura, sdo coletadas amostras do mosto ja
resfriado, antes de entrar no tanque de fermentacdao. As amostras sao enviadas ao
laboratério de qualidade da unidade, afim de que sejam realizadas as andlises de FAN,
GFAF e Grau de Sacarificacdo. A andlise de extrato do mosto primario é coletada apés a
primeira etapa de filtracdo do mosto e analisada pelos préprios operadores.

3.2 Modificagdes realizadas na Etapa de Mosturagdo

A modificacdo nas curvas de temperatura foi realizada com o objetivo de diminuir o
tempo de mosturacdo total no processo sem causar a diminuicdo dos indices de
qualidade do mosto. Primeiramente, foram coletadas amostras da fabricacdao realizada
com a curva original de temperatura utilizada pela unidade. Foram realizadas outras 4
bateladas de fabrica¢des variando as curvas de temperatura e tempos de repouso como
ilustrado na Figura 3.1.
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Tabela 3.1 Testes realizados e os respectivos tempos e temperaturas.

Teste A Tempo(min) Temperatura(°C)
Repouso 1 27 46,5
Repouso 2 14 62
Repouso 3 16 72,9
Repouso 4 - 76

Teste B (original) Tempo(min) Temperatura (°C)
Repouso 1 35 46,5
Repouso 2 14 62
Repouso 3 20 72,9
Repouso 4 - 76

Teste C Tempo(min) Temperatura (°C)
Repouso 1 27 50
Repouso 2 14 65
Repouso 3 16 69
Repouso 4 - 76

Teste D Tempo(min) Temperatura (°C)
Repouso 1 20 46,5
Repouso 2 10 62
Repouso 3 9 72,9
Repouso 4 - 76

Teste E Tempo(min) Temperatura (°C)
Repouso 1 24 46,5
Repouso 2 12 62
Repouso 3 9 72,9
Repouso 4 - 76

3.3 Avaliagdo dos Parametros de Qualidade

Para as amostras coletadas de cada curva foram feito testes com lodo, analise da
atividade enzimatica para amilase e quantificacdo da concentracdo de glicose e maltose.

3.3.1 Teste de lodo

Para a verificacdo da presenca de amido na mostura utilizou-se o teste de iodo. O
teste foi realizado utilizando uma solugdo de iodo 0,02 %. Um cadinho de porcelana com
6 espacos foi utilizado. Cada espaco foi preenchido com 1 mL de amostra e 2 gotas de
iodo foram adicionadas a cada espaco. Aguardou-se um minuto para a rea¢ao ocorrer e a
cor da solucao foi conferida.
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3.3.2 Atividade Amilolitica

Para a determinacgao da atividade de a-amilase utilizou-se o método de determinagao
da atividade amilolitica sacarificante, que é dada pela medida da liberagdao de grupos
redutores utilizando-se o método do acido dinitrosalicilico (DNS), segundo Branco et
al.(2009) com algumas modificagdes. Primeiramente uma aliquota de cada amostra foi
diluida em agua destilada na proporcdo 1:100. A reacdo contendo 0,1 mL da amostra
diluida e 1 mL do reagente DNS, foi incubada em banho-maria a 100 °C por 10 min. Em
seguida foi retirada do banho e aguardou-se 15 min para o resfriamento da amostra.
Apds o resfriamento foi realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm. Uma unidade
de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de glicose
por minuto, utilizando uma curva padr3o da glicose de 0,5 g.L™ (0,55 mmol.mL™) até 4g.L™
(22,22 mmol.mL") apresentada no Anexo B.

3.3.3 Concentragdo de Glicose e Maltose

As concentragdes de acglcares (glicose e maltose) das amostras coletadas durante as
fabricacbes foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),em
equipamento (Shimadzu Corp.) equipado com uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) e
detector de indice de refracdo (RID- Shimadzu Corp). A fase médvel usada foi acido
sulfdrico 0,005 M com fluxo de 0.6 mL.min™ e temperatura do forno de 65°C. Segundo
dados do fornecedor da coluna, a maltose elue no tempo de 7,89 minutos e a glicose elue
no tempo de 10,16 minutos. Curvas padrdes dos dois a¢ucares preparadas no laboratério
foram utilizadas para quantificacao.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Impacto do Tempo do Repouso Proteolitico no FAN do Mosto

O primeiro patamar de temperatura de uma curva de mostura é referente ao repouso
proteolitico, responsavel pela quebra das proteinas em aminodcidos e em proteinas de
alto e médio peso molecular. Os aminoacidos liberados durante este repouso sdo
denominados de Free Amino Nitrogen (FAN) e representam a quantidade de nitrogénio
livre na mostura, que é um importante nutriente para a levedura nas etapas posteriores
do processo.

O setpoint dos parametros do primeiro repouso anteriormente configurados no
programa de controle da tina de mostura da cervejaria eram de 35 minutos de duracdo a
uma temperatura de 46,5 °C. Os valores de FAN resultantes ficavam em torno de
300mg.L", valores acima do minimo descrito por Feister (2014) de 160 mg.L™" ,que é
utilizado como valor padrdo na cervejaria ,para fornecer o nivel de nutricdo necessario
para as leveduras.

Tendo em vista a reducdo do tempo total de residéncia do mosto na tina de mostura e
a possibilidade de redu¢dao do tempo do primeiro repouso, devido aos valores acima do
limite inferior de FAN requerido pela cervejaria, realizou-se testes para verificar o quanto
seria possivel reduzir a dura¢do do repouso proteolitico. A andlise de FAN dos testes
realizados no presente trabalho foram realizadas no laboratdério fisico-quimico da
cervejaria.

Inicialmente foi testado o valor de 27 minutos para o repouso. O valor obtido de FAN
foi de 281 mg.L'l,ainda acima do limite inferior padrao da cervejaria de 160 mg.L'l. Apds
o primeiro teste, foi testado o valor de 20 minutos, limite inferior do tempo do primeiro
repouso definido pelos padrdes técnicos da cervejaria. Foi observado que os valores de
FAN ficaram no limite, ficando em 159,9 mg.L'l. O ultimo teste foi realizado com um valor
intermediario entre 20 e 27 minutos, definido em 24 minutos gerando um resultado de
207 mg.L?t .

A comparacdo entre os diferentes tempos do repouso proteolitico mostra que a
melhor duragdo para o primeiro repouso é de 24 minutos. A Figura 4.1 apresenta os
resultados obtidos de FAN no mosto em func¢do do tempo do repouso proteolitico. De
acordo com Lei et al. (2013), quanto maior for o tempo do primeiro repouso, maior sera a
atuacdo das proteases e consequentemente mais cadeias peptidicas serdo quebradas,
aumentando a concentracdao de aminodcidos livres no mosto.
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Figura 4.1 Influéncia do tempo do repouso proteolitico no FAN do mosto.

4.2 Influéncia da temperatura e do tempo de repouso na atividade da Beta-
amilase

A enzima beta-amilase é a responsavel pela quebra das cadeias de amido em maltose.
A maltose é o principal aglcar que compde o mosto sendo, portanto, a principal fonte de
carboidrato para a levedura durante a fermentacdo. A atuacdo desta enzima é controlada
pelo segundo repouso.

O setpoint dos parametros do segundo repouso, anteriormente configurados no
programa de controle da tina de mostura da cervejaria, eram de 14 minutos de duracdo a
uma temperatura de 62 °C. Foram testados os tempos de 10 e 12 minutos a temperatura
de 62 °C. Foram coletadas amostras a cada inicio e final de repouso e realizada a
guantificacdo da maltose na amostra.

A maior elevacdo da concentracdo de maltose em todas as amostras ocorreu durante
a elevacdo do primeiro para o segundo repouso, como mostra a Figura 4.2 (as linhas que
ligam os pontos sao meramente ilustrativas e ndo representam uma tendéncia de
comportamento). Isto ocorreu, pois, conforme descrito anteriormente, é na condicado
proxima a 62 °C que ocorre em maior intensidade a acdo das enzimas beta-amilase,
provocando a decomposi¢cdo do amido para maltose pelo rompimento das combinagdes
1-4, respectivamente. Apds esta etapa, foi verificada uma desaceleracdo no aumento da
concentracdo de maltose e o término da etapa de mosturacdo. Koljonen et al. (1995)
realizou experimentos em escala industrial, com um volume de 40m3 de mostura,
utilizando uma razdao de malte e agua de 0,25, a fim de avaliar o comportamento da
enzima beta-amilase e a variacdo da concentracdo de maltose. Os autores verificaram
gue a desaceleragdo na taxa de elevacdao da concentracdo de maltose coincidiu com o
inicio do decaimento da atividade enzimatica da beta-amilase, o que explica os resultados
do presente trabalho.

Os cromatogramas referentes a analise das concentracdes de maltose encontram-se
no Anexo A.
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Figura 4.2 Concentracao de maltose em diferentes curvas de mosturacao.

4.3 Influéncia da temperatura e dos tempos de repouso na atividade da alfa-
amilase

A enzima alfa-amilase é a responsavel pela quebra das cadeias de amido em
dextrinas, maltotriose e glicose. Amido residual ndo degradado impacta na filtrabilidade,
turbidez e estabilidade do produto. Além disso, a diminuicdo do tempo de atividade da
alfa-amilase diminui a concentracdo de acucares fermentesciveis e consequentemente o
subtrato disponivel para a levedura na etapa de fermentacdo. A atuacdo da mesma
ocorre no terceiro repouso.

Em todas as fabricacGes realizadas em uma cervejaria, é necessario um teste de iodo
gualitativo para a verificacdo rdpida da sacarificacdo da mostura. Este teste é realizado
pelos préprios operadores e tem um resultado instantaneo. Além deste teste, é realizado
um teste no laboratério fisico-quimico da unidade, que avalia o amido residual
guantitativamente, através de uma reacdo com iodo, e analise no espectrofotémetro.

4.3.1 Influéncia avaliada pelo Teste de lodo

O setpoint dos parametros do terceiro repouso anteriormente configurados no
programa de controle da tina de mostura da cervejaria eram de 20 minutos de duracdo a
uma temperatura de 72 °C. Através da coleta das amostras a cada inicio e final de
repouso foi observado que o teste de iodo ja apresentava resultado negativo (coloracao
dourada) no inicio do terceiro repouso, como mostra a Figura 4.3 . Além disso, os valores
das andlises de grau de sacarificacdo resultantes apresentavam valor abaixo de 0,2 dE,
valor definido pelos padrdes técnicos de processo da cervejaria.
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Figura 4.3 Teste de lodo para as amostras da curva de mosturagdo original utilizada pela
cervejaria (B41 = inicio do repouso 4, B32 = final do repouso 3, B31 = inicio do repouso 3, B22 =
final do repouso 2 e B21 = inicio do repouso do 2).

Tendo em vista a reducdo do tempo total de residéncia do mosto na tina de mostura e
a possibilidade de reducdo do tempo do terceiro repouso, devido aos valores abaixo do
limite superior da andlise de grau de sacarificacdo e ao teste de iodo qualitativo, realizou-
se testes para verificar o quanto seria possivel reduzir a duracdo do terceiro repouso.

Além das analises realizadas na cervejaria, as amostras coletadas em cada inicio e final
de repouso foram analisadas através do método DNS para verificacdo da atividade
enzimatica da alfa-amilase e quantificacdo da concentracado de glicose .

Inicialmente foi testado o tempo de 16 minutos a temperatura de 72 °C. O teste de
iodo e sacarificacdo apresentaram resultados similares aos da curva original como
mostrado anteriormente na Figura 4.3. Apds o primeiro teste foi testado a temperatura
de 69 °C e tempo de 16 minutos para verificar o comportamento da enzima-alfa amilase.
Escolheu-se diminuir a temperatura, pois o aumento da mesma teria risco de
desnaturacdo, ja que segundo Brandam et al. (2003) a inativacdo da mesma ocorre a 76
°C. O teste de iodo n3o foi satisfatério ao final do terceiro repouso, permanecendo mais
escuro do que o ideal, como mostrado na Figura 4.4 Feistler (2014) afirmou que a
diminuicdo na temperatura do terceiro repouso iria aumentar o tempo do repouso para
atingir a coloracao dourada, portanto os resultados do teste C ( terceiro repouso a 69°C e
16 minutos) condizem com a afirmacdo do autor. O grau de sacarificacdo ndo teve
elevagdes significativas. O ultimo teste, (teste D, tabela 3.1), foi realizado com a mesma
temperatura de 72°C e tempo de 9 minutos. O resultado do teste de iodo foi satisfatdrio,
como mostrado na Figura 4.5, pois no final do repouso, a reagdo ja apresentou coloragao
adequada. O grau de sacarificacdo também nao teve elevacdes significativas.

Figura 4.4 Teste de lodo para o Teste C a temperatura de 69 °C e tempo de 16 minutos (C41 =
inicio do repouso 4, C32 = final do repouso 3, C31 = inicio do repouso 3, C22 = final do repouso 2
e C21 = inicio do repouso do 2).
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Figura 4.5 Teste de lodo para o Teste D, a temperatura de 72°C e tempo de 9 minutos (D41 =
inicio do repouso 4, D32 = final do repouso 3, D31 = inicio do repouso 3, D22 = final do repouso 2
e D21 = inicio do repouso do 2).

4.3.2 Influéncia avaliada através da Atividade Enzimdtica

A analise da atividade enzimatica apresentou resultados diferentes de Koljonen et al.
(1995).. Os autores estudando a atividade da alfa-amilase através de experimentos em
escala industrial, com um volume de 40m3 de mostura, utilizando uma razao de malte e
agua de 0,25, mostraram que a elevagdo da atividade enzimdtica ocorreu nos primeiros
20 minutos de mosturacdo durante o primeiro repouso.

A andlise da atividade enzimatica do presente trabalho, no entanto, apresentou uma
maior elevacdo desta durante a elevacdo da temperatura do primeiro para o segundo
repouso, como mostrado na Figura 4.6 (as linhas que ligam os pontos sdo meramente
ilustrativas e ndo representam uma tendéncia de comportamento). Esta diferenca pode
ser explicada pela adicdo de complexos enzimaticos contendo a enzima alfa-amilase
originada de fermentacdo submersa de Baccillus amyloliquefacien. Devido a utilizacdo de
flocos de milho no processo, a dosagem de enzimas é necessdria conforme descrito
anteriormente. Além disso, o adiantamento do pico de atividade enzimatica pode ter
ocorrido devido a diferenca na taxa de elevacdo de temperatura dos dois experimentos.
Como a atividade enzimatica depende da temperatura, como descrito anteriormente, se
a taxa de elevacdo da temperatura for menor, a taxa de elevacdo da atividade enzimatica
também serd menor. A taxa de elevacdo da temperatura utilizada pelos autores foi de
2°C.min™, enquanto a taxa utilizada neste trabalho foi de 1°C.min™ .0 pico da atividade
enzimatica neste trabalho foi , portanto, alcancado apds o pico da atividade enzimatica
do artigo citado, pois a temperatura demorou mais para ser elevada.
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Figura 4.6 Variagdo da atividade enzimatica da alfa-amilase em diferentes curvas de mostura.

Confirmando os dados de Koljonen et al. (1995), a concentragao de glicose ndo sofreu
grandes alteracdes entre testes com curvas de mostura diferentes. Durand et al. (2009)
utilizaram as cinéticas de reacdao modeladas através dos experimentos de Koljonen et al.
(1995) e através da simulacdo da producdo de glicose durante a mosturagdao obtiveram
variagcdes menores que 10 g.L'1 para uma mesma curva. Os dados do presente trabalho
confirmaram os resultados dos autores, como ilustrado na Figura 4.7. Os cromatogramas
encontram-se no Anexo A.
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Figura 4.7 Varia¢do da concentrac¢do de glicose em diferentes curvas de mosturacgdo
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

O processo de mosturagao é de extrema importancia para a industria cervejeira, uma
vez que é a etapa que define a composicdao do substrato que serd utilizado na etapa de
fermentagdo. A composicdo é definida por rea¢des enzimaticas que sdao adequadas ao
perfil sensorial da cerveja. A redugdo do tempo de duragdo desta etapa pode ter grande
impacto na produtividade de uma sala de brassagem.

Utilizando-se da caracteristica inerente ao processo de que as temperaturas e os
tempos de repouso sdo os parametros de maior influéncia nas atividades enzimaticas, foi
proposta uma alterag¢ao na curva de mosturagao. Essa alteragdo consiste na utilizagao de
tempos de repouso menores, de modo a permitir uma operagao com itens de qualidade
adequados ao processo.

O acompanhamento da concentracdao de FAN no mosto mostrou que a mudanga de
curva conseguiu reduzir a duragao do repouso em 11 minutos, mantendo a concentragao
de aminoacidos livres do mosto adequada para a fermentacao.

A manipulacdo do segundo repouso mostrou que a maior elevacdo da concentracao
de maltose ocorreu durante a elevacdo da temperatura do primeiro para o segundo
repouso. Esse resultado mostra que a taxa de elevacdo da temperatura pode influenciar
mais a atividade da beta-amilase do que a duracdo do segundo repouso.

O acompanhamento do terceiro repouso mostrou que a temperatura de 69°C n3o é
interessante para a atividade da alfa-amilase. Além disso, pode-se constatar que a 72°C o
tempo do terceiro repouso pode ser reduzido em 11 minutos. A validagdo destes
resultados foi realizada através de parametros de qualidade como reacdo ao iodo e grau
de sacarificacao.

Através da andlise das atividades enzimdticas e de parametros de qualidade foi
possivel concluir que uma reducdo de 26 minutos no tempo de mosturacado é possivel.

Como trabalhos futuros, sugere-se a analise do impacto da curva de mosturacdo no
consumo energético e o impacto das quantidades de compostos enzimaticos dosados, a
fim de reduzir o custo do processo.
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Anexo A

O anexo A apresenta a curva padrdo utilizada para a maltose e os cromatogramas
obtidos no HPLC para analise das concentracdes de glicose e maltose.

Curva para Maltose
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Anexo B

O anexo B apresenta a curva padrao utilizada para a andlise da atividade enzimatica.

30

y =12,847x + 0,9073
75 R2=0,9925

]
o

7
=

micromol.mL?
=
wu

=
o

O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Absorbancia

Figura 6.2 Curva padrdo de glicose para a andlise da atividade enzimatica.



