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1. APRESENTAGAO

A cerveja € considerada uma solugdo agua-etanol com centenas de diferentes
moléculas dissolvidas, originadas do processamento das matérias-primas. Porém,
uma cerveja recém envasada n&o esta em equilibrio quimico e € por isso que
durante o tempo de armazenamento reacbes de transformagdes continuam
ocorrendo, procurando chegar ao estado de menor energia e maxima entropia1.

A denominagao Pilsener ou Pilsen é originaria da cidade de Pilsen na Boémia,
Republica Tcheca. Este tipo de cerveja foi criada em 1842 nesta regido e apresenta
coloragao clara, de tonalidade dourada brilhante e extrato primitivo que varia de 11 a
13,5%. O motivo pelo qual este projeto tecnoldgico detém-se ao estudo das cervejas
tipo Pilsen é devido ao seu consumo no Brasil representar 98% do mercado, devido
principalmente ao clima favoravel, uma vez que a principal caracteristica deste tipo
de cerveja é o seu baixo teor alcodlico, entre 3 e 5%.

As reacdes de oxidagao parecem ser o principal mecanismo de deterioragao do
flavour da cerveja, e elas comegam tao logo termina o processo de fermentagao e se
tenha perdido o efeito redutor natural das leveduras. Com o passar do tempo havera
desenvolvimento de compostos indesejaveis que estdo presentes na cerveja fresca
em niveis extremamente baixos ou como precursores. Além do fator tempo, a
temperatura elevada também acelera as reagdes de oxidagdes, envelhecendo a
bebida mais rapidamente?.

Para manter a estabilidade dos flavours da cerveja por mais tempo, as
cervejarias devem selecionar matérias-primas de qualidade, processa-las
adequadamente e armazenar o produto final em temperatura baixa®. A oxidacao de
acidos graxos a aldeidos esta associada com o off-flavour (sabor indesejado) de
“‘papelao”. O principal composto que se forma com a oxidacdo e que transfere a

cerveja o off-flavour de “papeldo” (que os degustadores identificam como sabor
oxidado) é o trans-2-nonenal. O frans-2-nonenal € um aldeido que é determinante na
qualidade organoléptica de uma cerveja4.

Apos a filtracao e clarificagdo, na qual as leveduras sdo removidas do liquido, a
cerveja nao estd mais protegida e minimizar a exposi¢gdo ao oxigénio torna-se
extremamente importante. No entanto, € muito dificil excluir completamente qualquer

contato com o ar entre a fermentacdo e a maquina que realiza o enchimento.



Normalmente, no momento em que a cerveja clarificada chega ao enchimento, o
liquido absorveu entre 0,2 e 0,35 miligramas de oxigénio por litro de liquido (mg / L
ou ppm)°.

Dependendo da qualidade da maquina de enchimento e de como é realizada
esta operagao, o head space (espaco vazio entre a extremidade superior da garrafa
e a altura maxima atingida pelo liquido no interior da mesma) pode adicionar mais
0,2-1,0 mg de oxigénio considerando que no subsequente armazenamento, mais

0,5-5,0 mg de oxigénio pode difundir através do revestimento da rolha de
vedagao da garrafa®.

O presente projeto tecnoldgico estuda uma solugdo apresentada na patente
referenciada®, a qual defende ndo s6 a eliminagdo do oxigénio que foi dissolvido
antes do envase, mas também aquele presente no head space da garrafa: se a
levedura permanecesse viavel por um longo periodo de tempo, inclusive durante a
estocagem da cerveja envasada. Os produtos finais do consumo de oxigénio
mediado pelas leveduras seria diéxido de carbono e agua, ambos compostos
usualmente presentes em bebidas.

O estudo da patente mostra que o oxigénio pode ser removido de seus
recipientes pasteurizados ou nao pasteurizados utilizando leveduras que séao
imobilizadas como, por exemplo, por encapsulacdo, em um adequado material
sélido, que deve ser situado preferencialmente acima do nivel do liquido contido no
recipiente. Como resultado deste procedimento de imobilizagéo, as leveduras podem
sobreviver a qualquer tratamento de pasteurizagdo enquanto o crescimento dentro
do liquido € impedido porque as leveduras ndo sio liberadas em seu interior.
Portanto, pelo fato da maioria das bebidas alcodlicas serem meios de crescimento
menos adequados, nao € permitido que as leveduras se propaguem
substancialmente.

A invencao relatada na patente fornece um processo que compreende a
imobilizacdo de levedura seca em um material sélido de grau alimenticio, o qual
permite uma baixa penetragdo de agua. Como resultado, a maioria das leveduras
permanecera essencialmente seca durante a pasteurizagdo no recipiente, mas
podem vir a ficar molhadas e, portanto, ativas durante prolongada exposigao a
atmosfera saturada em vapor de agua como existe no head space do recipiente

fechado.



2. ESTADO DA ARTE

2.1 Processo de elaboracao da cerveja

O pocesso tradicional de producado de cerveja pode ser dividido em oito
operagdes essenciais: moagem do malte; mosturagdo ou tratamento enzimatico do
mosto; filtragdo do mosto; fervura do mosto; tratamento do mosto (remog¢do do
precipitado, resfriamento e aeracdo); fermentacédo; maturagdo e clarificagao®.

A etapa de moagem do malte tem influéncia direta sobre a rapidez das
tranformacdes fisico-quimicas, o rendimento, a clarificagao e a qualidade do produto
final. O objetivo é a redugdo do grdo de malte de modo uniforme, para obter: (1)
rompimento da casca no sentido longitudinal, expondo, dessa forma o endosperma,
porcao interna do grao; (2) a desintegracéao total do endosperma, promovendo uma
melhor atuacdo enzimatica e (3) a producdo minima de farinha com granulometria
muito fina, evitando a formagdo de substdncias que produzem uma quantidade
excessiva de pasta dentro da solugdo. A moagem do malte pode ser conduzida em
moinho de rolos em duas etapas, sendo regulados a uma distancia de 0,6 mm na
primeira etapa, e 0,1 mm na segunda.

A mosturacdo consiste na mistura do malte moido juntamente com agua em
temperatura controlada, de acordo com um programa previamente estabelcido. Tem
por objetivo solubilizar as substancias do malte diretamente soluveis em agua e,
com o auxilio das enzimas, solubilizar as substancias insoluveis, promovendo a
gomificacdo e posterior hidrolise do amido a agucares. Nesse sentido, deve-se
considerar que todo processo enzimatico depende da temperatura, do tempo, da
acidez e concentragdo do meio, da qualidade do malte e da constituicdo do produto
da moagem.

O malte moido é misturado com agua (denominada agua primaria) a 35 °C na
proporcao de 1:4. A operagao é conduzida em tanques de acgo inoxidavel provido de
agitadores, aquecimento, controlador e indicador de temperatura e isolamento
térmico. As temperaturas de aquecimento da mistura malte moido e agua podem
obedecer a seguinte variagdo como apresentada na Tabela 1. O pH inicial é
ajustado em 5,4 pela adi¢gado de acido latico, e tamponado com CaCl, na proporgéo
de 1,26 g/Kg de malte.



Tabela 1. Tempos de permanéncia em cada temperatura durante o processo

de mosturacao’.

Temperatura (°C) Tempo de permanéncia (min)
35 20
45 10
52 10
62 20
72 20
75 5

Ao final da mosturacdo em 72 °C é realizado teste com solugéo de iodo 0,2 N a
fim de verificar a sacarificacdo do malte. Apds a confirmag¢do da completa hidrélise
do amido, pela auséncia da coloracado roxo-azulada, caracteristica da rea¢ao do iodo
com o amido (em temperatura ambiente), a solugdo é aquecida até 75 °C com o
objetivo de inativar as enzimas presentes.

A filtracdo do mosto é realizada em um recipiente denominado tina de filtragéo,
construido em aco inoxidavel contendo agitador, disco filtrante PAKSCREENS
(fundo com ranhuras), bomba centrifuga e isolamento térmico. A casca do malte
serve como camada filtrante. Apds essa operacdo, a camada filtrante é lavada com
certa quantidade de agua (denominada agua secundaria) a 75 °C, visando aumentar
a extracdo de agucar e consequentemente, elevar o rendimento do processo.

Na etapa seguinte, com o acréscimo de lupulo, o mosto filtrado € submetido a
fervura, visando a inativagdo de enzimas, esterilizacdo do mosto, coagulagéo
proteica, extracdo de compostos amargos e aromaticos do lupulo, formagdo de
substéncias constituintes do aroma e sabor, evaporagdo de agua excedente e de
componentes aromaticos indesejaveis ao produto final. A fervura do mosto é
realizada em equipamento denominado fervedor ou tina de fervura, construida em
aco inoxidavel, encamisada e com sistema de aquecimento e isolmaneto térmico.

No comeco da fervura é acrescentado o lupulo peletizado em concentracbes
que variam de 0,4 a 1,4 g/L em relacdo ao volume inicial de fervura. Quando se
utiliza adjunto na forma de agucar (xarope ou cristalizado), este deve ser
acrescentado nesta etapa, na propor¢cao de acordo com a concentracdo final de

agucar no mosto desejada.



Dependendo da quantidade de Iupulo em pélete que se colocou anteriormente,
pode-se fazer o ajuste de amargor adicionando o lupulo em extrato na concentragao
desejada em relagdo ao volume incial de fervura, além de acido latico 96% para
ajustar o pH em 4,5 para viabilizar o inicio da fermentagdo. O mosto é mantido em
fervura até atingir a concentracédo desejada de agucar para o inicio da fermentagao,
durante 60-90 minutos, permitindo uma evaporagdo maxima de até 10% do volume
inicial.

Ap0ds a sua fervura, o mosto deve passar por etapas de retirada do precipitado,
resfriamento e posterior aeragdo. Durante a primeira etapa, fazendo o uso de forga
centripeta através da rotacdo forcada do meio, precipitam-se os complexos de
proteinas, resinas e taninos, denominados trub, os quais sedimentam no fundo do
tanque, sendo separados do mosto limpido.

Posteriormente a retirada do trub, o mosto é resfriado em trocador de calor de
placas, até a temperatura de fermentacdo. Mostos podem ser resfriados entre 7 e 22
°C, dependendo do tipo de cerveja que esta sendo elaborada. Na linha de mosto frio,
a saida do trocador de calor, é injetado oxigénio visando obter uma concentragao de
oxigénio dissolvido de 20 ppm, no tanque de fermentacgao.

O processo fermentativo consiste no ponto central para a producéo de qualquer
bebida alcodlica, possuindo como principal objetivo a conversdo de agucares em
etanol e gas carbbnico pela levedura, sob condi¢bes anaerdbicas. Todos os
carboidratos fermentesciveis (maltose, maltotriose, glicose, etc.) sdo metabolizados
pela levedura alcodlica. Além disso, numerosos subprodutos se desenvolvem
durante a fermentacdo, sendo que varios produtos intermediarios permanecem no
liquido e muitos componentes do mosto sdo assimilados pela levedura. Todos os
compostos envolvidos com a assimilagdo, formacao de produtos e subprodutos,
influenciam no aroma, paladar e nas caracteristicas finais da cerveja pronta.

As leveduras produzem os compostos de aroma e sabor da cerveja como
subprodutos de seu metabolismo, sendo que os teores desses compostos variam
com os padrdes de crescimento celular que sao influenciados pelas condicbes do
processo. As caracteristicas organolépticas da cerveja sado influencidas pelas
condicbes de fermentagcdo, tais como concentracdo e composicdo do mosto,
temperatura e duracéo do processo fermentativo.

A principal fonte de nitrogénio existente no mosto para sintese de proteinas,

acidos nucleicos e outros componentes nitrogenados € a variedade de aminoacidos



formados a partir da protedlise das proteinas do malte ocorrida durante o processo
de mosturacdo. O mosto obtido desse processo contém 19 aminoacidos, os quais,
sob as condi¢des fermentativas de uma cervejaria, sdo consumidos pelas leveduras
de uma maneira ordenada, sendo diferentes aminoacidos removidos em varios
estagios do ciclo fermentativo.

O oxigénio fornecido na aeracdo do mosto antes da inoculagdo € consumido
pela levedura geralmente em poucas horas e utilizado para produzir acidos
carboxilicos insaturados e esterdis que sdo essenciais para a sintese da membrana
celular e, consequentemente, para o crescimento celular, o qual ficaria restrito na
auséncia desse oxigénio inicial causando fermentagdo anormal e mudangas nas
caracteristicas organolépticas da cerveja.

A fermentacao é condizida em fermentador provido de controlador e indicador
de temperatura, manémetro para indicagao da pressao interna, para a monitoragao
do diéxido de carbono formado durante o processo fermentativo.

A maturacao (fermentagcdo secundaria) € necesaria e importante, mas poucas
mudangas ocorrem durante este estagio. Entretanto, no processo tradicional de
fabricagédo de cerveja, a fermentacdo secundaria transcorre durante um longo tempo
chegando ha algumas semanas e até mesmo meses em determinados tipos de
cerveja. Um composto chave na maturagdo € o diacetil(2,3-butadiona) que também
€ formado como um subproduto na fermentagao principal. O diacetil(2,3-butadiona) e
a 2,3-pentadiona sdo hoje os principais produtos pesquisados no processo
fermentativo de cerveja. As dicetonas s&o produzidas e depois reduzidas pela
levedura durante a fermentacdo e maturacdo. Também podem ser produzidas por
bactérias durante e apds a fermentagdo. Essas dicetonas possuem um sabor
caracteristico semelhante ao da manteiga, que € agradavel a baixas concentragdes,
mas se torna agressivo em concentragdes maiores.

No processo de maturagéo a cerveja é armazenada ou permanece em tanques
a baixas temperaturas, possibilitando o desenvolvimento das caracteristicas
organolépticas finais do produto. O processo também proporciona a clarificagdo pela
precipitacdo de leveduras e proteinas, assim como solidos insoluveis. Ocorrem
também alteragbes quimicas que auxiliam a clarificagdo e melhoram o aroma e
sabor.

Apds a maturagdo, a cerveja contém leveduras, particulas coloidais dos

complexos proteinas-polifendis e outras substancias insoluveis formadas, devido ao



baixo pH existente e as baixas temperaturas utilizadas para esta etapa. Portanto,
para se obter um produto brilhante e limpido é necessaria uma etapa de clarificacéo
que permita remover este material insoluvel. Esta operacéo pode ser realizada por
quatro técnicas basicas tanto individualmente ou em combinagdo, sdo elas:
sedimentacao por gravidade, uso de agentes clarificantes, centrifugagao e filtragao.

O dioxido de carbono é um constituinte muito importante da cerveja,
responsavel pela efervescéncia e a sensacao de acidez deixada na boca devido as
suas propriedades de gas acido. Por essa razao, sua concentragao na cerveja deve
ser cuidadosamente controlada de forma a assegurar que os consumidores possam
beber um produto de qualidade. A carbonatagé&o pode ser realizada pela inje¢cado de
CO; em linha ou em tanque.

O envase é o procedimento de engarrafamento, enlatamento ou
embarrilamento do produto e é a etapa mais dispendiosa em uma cervejaria, em
termos de matérias-primas e mao de obra. Esta operacdo é realizada em um
equipamento denominado enchedora. Na operagédo de enchimento, a cerveja filtrada
proveniente dos tanques de pressao (tanques pressurizados que mantém uma
contrapressado de 12 a 15 psi) € transferida primeiramente para outro tanque de
recepgao localizado dentro da enchedora. As enchedoras de garrafas, por exemplo,
sdo maquinas baseadas no principio de carrossel rotatorio, onde as garrafas s&o
transportadas em esteiras e sequencialmente posicionadas sob as cabegas de
enchimento livres (cada uma delas contém um tubo de enchimento). Apds a
aplicacdo de um selo hermético e retirada do ar mediante um sistema de vacuo, da-
se inicio a etapa de enchimento. No comeco desta etapa é aplicada uma
contrapressao com diéxido de carbono antes que o liquido desga por gravidade
desde o tanque de recepgao da enchedora até as garrafas. A enchedora é ajustada
automaticamente de tal forma que o volume desejado de cerveja seja introduzido em
cada embalagem. A garrafa cheia € liberada da cabecga de enchimento com o alivio
da pressao interna. Durante o tranporte para a tampadora € necessario eliminar o ar
do espacgo vazio (headspace) das garrafas para evitar a subsequente oxidagao da
cerveja. Esse processo € atualmente realizado pelo jateamento com agua onde
agua esterilizada em alta pressdo é jateada sob cada garrafa aberta (apenas
pouquissima quantidade de agua entra na garrafa causando uma intensa formagao
de espuma que ascende pelo gargalo e expele o oxigénio, prevenindo sua entrada

posterior).



Ap6s o enchimento as garrafas sdo arrolhadas e transportadas até o
pasteurizador de tunel. Finalmente, as garrafas encontram-se prontas para

etiquetagem, empacotamento e armazenagem.

2.2 Estabilidade da cerveja

O sabor da cerveja é determinado pela matéria-prima, pelo tipo de processo e
pela levedura utilizados, além dos compostos produzidos durante a fermentacéo e
maturagdo, que exercem maior impacto. Entre os compostos produzidos pela
levedura, que influenciam marcadamente o flavour da cerveja obtida, encontram-se
alcoois, ésteres, acidos organicos, compostos carbonilados e compostos
sulfurados®.

Ao iniciar-se a maturagdo, a maior parte dos agucares foi metabolizada em
etanol, gas carbdnico, glicerol, acidos organicos e alcoois superiores. Durante o
processo de maturagéo, ocorrem algumas alteracées de grande importancia para a
qualidade da cerveja, como o gas carbdnico produzido durante a fermentagéo do
extrato restante provoca a carbonatagédo da cerveja e € suficiente para fornecer a
cerveja o teor ideal de carbonatagao, e se nao alcangado, pode ser corrigido apds a
filtracdo; o repouso a baixa temperatura provoca a precipitagdo dos residuos de
leveduras que ainda permanecem na cerveja; maturacdo do sabor pelas
transformagdes que ocorrem na concentragao de acido sulfidrico, de acetaldeido e
de diacetil(2,3-butadiona), os quais s&o minimizados durante o processo. Os alcoois
superiores e acidos graxos que se formam durante a fermentagdo n&o se modificam
significativamente no decorrer da maturagcédo. Durante o periodo de maturagéo séo
formados ésteres dando origem a aroma e sabor que caracterizam a cerveja; entre
os ésteres, predominam o acetato de etila, acetato de isoamila, caproato de etila e
caprilato de etila®.

Um dos objetivos da maturagdo € manter a cerveja no estado reduzido,
evitando que ocorram oxidagdes que comprometam sensorialmente a bebida. Como
a maioria dos alimentos e bebidas, a cerveja ndo tem uma estabilidade ilimitada. As
reacdes de oxidagao parecem ser o principal mecanismo de deterioracédo do flavour
da cerveja, e elas comegam tao logo termina o processo de fermentacao e se tenha
perdido o efeito redutor natural das leveduras. Com o passar do tempo havera

desenvolvimento de compostos indesejaveis que estdo presentes na cerveja fresca



em niveis extremamente baixos ou como precursores. Além do fator tempo, a
temperatura elevada também acelera as reacdes de oxidacdes, envelhecendo a
bebida mais rapidamentez.

O principal composto que se forma com a oxidagcao e que transfere a cerveja o

= ”

off-flavour de “papeléo” é o trans-2-nonenal. O frans-2-nonenal é um acetaldeido
(cuja estrutura esta apresentada na Figura 1) que é determinante na qualidade

organoléptica de uma cerveja4.

NN

Figura 1. Estrutura do trans-2-nonenal.

Além do antioxidante produzido naturalmente pela fermentacido, a industria
cervejeira costuma adicionar outros antioxidantes que irao inibir os efeitos negativos
dos compostos oxidantes, em particular o oxigénio, evitando reagbes responsaveis
pelas alteragdes nas caracteristicas organolépticas da cerveja, ou ainda se ligando
aos compostos formados pela oxidacdo formando um composto inativo
organolepticamente. Os antioxidantes mais comumente usados sao os ascorbatos e
os sulfitos®.

Os compostos carbonilicos, particularmente os aldeidos, possuem principios de
detecgcdo muito baixos, o que € um fator muito importante na deterioragdo do sabor
da cerveja durante o armazenamento. A produgdo de carbonilas esta associada
normalmente com os armazenamentos prolongados, mas em certos casos podem
produzir niveis ja detectaveis antes que a cerveja seja liberada da cervejaria®.
Existem varias reag¢des que formam os compostos carbonilicos, dentre elas, pode-se
dizer que as principais sao: oxidacao de alcoois a aldeidos; autoxidacado dos acidos
graxos; degradacao enzimatica dos lipideos; autoxidagdo secundaria de aldeidos
insaturados de cadeia longa.

Como se pode observar, todas as reagdes citadas anteriormente sé ocorrem
devido a presenga do oxigénio. O oxigénio € um ponto importante, especialmente na
cerveja envasada, ja que promove algumas reagdes e acelera outras. Os radicais

livres estdo envolvidos nestas reagdes, em particular o radical hidroxila™®.
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O trans-2-nonenal (aldeido de cadeia longa) que produz um sabor e aroma de
papeldo, € considerado como a carbonila simples mais importante na deterioragcéo
da cerveja. E formado pela degradacdo de um precursor, o A&cido
trinidroxioctadecandico, que se forma na oxidagdo dos acidos graxos insaturados
C+s, especialmente do acido linoleico. A degradacdo do acido trihidroxioctadecandico
€ acelerada pelas altas temperaturas, pela exposi¢ao a luz e pela presenca de ions
metalicos°.

A cerveja com elevado conteudo de oxigénio apresenta um nivel de carbonilas
notavelmente maior. Entre eles estdo o trans-2-nonenal, octanal, iso-butenol e 2-
fenilacetaldeido. Existe uma relagdo clara entre o aparecimento de aromas como
consequéncia das oxidagbes e a concentragcdao de precursores no mosto e na
cerveja, que até certo grau podem ser controlados mediante a aplicagdo de bons
métodos de fabricagdo da cerveja'®.

O género Saccharomyces apresenta varias cepas consideradas seguras e
capazes de produzir dois metabdlitos primarios importantes, etanol e didéxido de
carbono. Atualmente, taxonomistas (quem estuda taxonomia, que é a parte da
biologia que identifica, nomeia e classifica os seres vivos) de leveduras tém
designado todas as cepas empregadas na produgdo de cerveja a espécie S.
Cerevisiae'".

As caracteristicas de sabor e aroma de qualquer cerveja estdo determinadas
de forma preponderante pelo tipo de levedura utilizada. Embora o etanol seja o
principal produto de excreg¢ao produzido pela levedura durante a fermentagdo do
mosto, este alcool primario tem pequeno impacto no sabor da cerveja. O tipo e a
concentracdo de varios outros produtos de excregdao formados durante a
fermentagao sdo quem primariamente determinam o sabor da cerveja. Sua formagéao
depende do balango metabdlico global do cultivo da levedura. Varios fatores podem
afetar esse balango e consequentemente o sabor da cerveja, incluindo a cepa da
levedura, a temperatura e o pH de fermentagado, o tipo e a propor¢cao de adjunto
(fonte ndo maltada de acucares fermentesciveis), 0 modelo do fermentador e a

concentracdo do mosto'".
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3. SITUAGAO ATUAL

Apesar de muitos anos de estudo, ainda ndo ha um consenso sobre a origem
dos compostos que causam os off-flavours na cerveja, principalmente o de
“‘papelao”, que em menor intensidade pode ser caracterizado como “grao/palha”.
Porém, a maioria deles acredita que o envelhecimento da cerveja pode ser atribuido
a oxidacao de acidos graxos insaturados, principalmente o acido linoléico .

Uma quantidade excessiva de oxigénio pode causar uma rapida mudanga no
aroma e no sabor do produto. Nos ultimos anos ficou evidente que os niveis de
oxigénio durante todo o processamento podem afetar a vida de prateleira da
cerveja1. Também durante o periodo de armazenamento a maior parte das
mudangas quimicas que ocorrem envolvem o oxigénio, portanto serdo aceleradas se
houver contato com oxigénio depois da etapa de fermentagdo. Porém, apesar de se
cuidar para que a cerveja nao incorpore oxigénio depois da fermentacado, elas
acabam envelhecendo, o que nos remete ao fato ja descrito de que a formacao de
precursores ou até mesmo do trans-2-nonenal pode ocorrer ja nas primeiras etapas
de fabricagdo da cerveja'.

Na cerveja com alto conteudo de oxigénio, o trans-2-nonenal degrada-se
posteriormente a outros compostos de natureza desconhecida e que também
participam no sabor'®. Apesar de que se pode conseguir certo grau de protegao
reduzindo o conteudo de oxigénio da cerveja envasada, nas etapas iniciais da
elaboracdo da cerveja pode ocorrer uma oxidagdo intensa que provoca uma
instabilidade no sabor da cerveja. A oxidagdo do mosto, por exemplo, diminui a
concentracao dos compostos redutores e a capacidade redutora dos polifenéism.

Apos a filtragao e clarificagao, na qual as leveduras sdo removidas do liquido, a
cerveja ndo esta mais protegida e minimizar a exposigdo ao oxigénio torna-se
extremamente importante. No entanto, € muito dificil excluir completamente qualquer
contato com o ar entre a fermentacdo e a maquina que realiza o enchimento.
Normalmente, no momento em que a cerveja clarificada chega ao enchimento, o
liquido absorveu entre 0,2 e 0,35 miligramas de oxigénio por litro de liquido (mg / L
ou ppm). Dependendo da qualidade da maquina de enchimento e de como é
realizada esta operacgdo, o head space (espago vazio entre a extremidade superior
da garrafa e a altura maxima atingida pelo liquido no interior da mesma) pode

adicionar mais 0,2-1,0 mg de oxigénio considerando que no subsequente
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armazenamento, mais 0,5-5,0 mg de oxigénio pode difundir através do revestimento
da rolha de vedagao da garrafa.

Logo, a eliminagao do oxigénio da cerveja recém envasada € um desafio muito
grande, uma vez que terminada a fermentagédo n&o ocorrera mais o consumo do
oxigénio pelas leveduras, mas sim um acréscimo do mesmo em varias etapas
subsequentes. Uma medida preventiva que ja & largamente utilizada pelas industrias
cervejeiras, sdo os oximetros in line. Estes equipamentos possuem um sensor
extremamente sensivel que detecta e quantifica o oxigénio que esta passando pela
tubulagdo em diregdo a maquina de enchimento. Como medida de seguranga para
garantir que altos teores de oxigénio n&o sejam incorporados, estes equipamentos
sdo intertravados com a maquina de enchimento, a fim de que a mesma cesse sua
operagao quando o sensor detectar niveis alarmantes de oxigénio.

No entanto, mesmo travando o processo de enchimento e corrigindo as
anomalias que levaram ao acréscimo de oxigénio, ainda tem-se o efeito da
incorporagao pelo head space e através da rolha metalica. Por isso, entende-se que
para ser possivel controlar o envelhecimento da cerveja pela diminuicdo dos teores
de oxigénio, além de se ter um processo de fabricagcdo extremamente controlado,
ainda deveria ser possivel continuar eliminando o oxigénio da cerveja fresca recém
envasada, desafio que € apresentado neste projeto tecnolégico, a partir do estudo
teérico de uma patente que traz uma inovagao para eliminacdo do oxigénio da

cerveja, mesmo apos o envase.

4. OBJETIVOS

O presente projeto tecnolégico detém-se ao estudo da proposta defendida em
uma patente> que trata da imobilizacdo de leveduras em material solido adequado
inserido no interior da rolha metalica, permitindo que as mesmas continuem viaveis
mesmo apos o envase, sendo que os produtos do consumo de oxigénio seriam gas

carbdnico e agua, dois constituintes naturalmente presentes na cerveja.
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5. PROPOSTA TECNOLOGICA

A proposta defendida por este projeto tecnoldgico baseia-se no estudo da
aplicabilidade de leveduras imobilizadas no interior de rolhas metalicas, com o intuito
de eliminar o oxigénio apds o envase da cerveja ainda fresca, aumentando a sua
vida de prateleira e diminuindo as indesejaveis rea¢des de oxidagdo que continuam
ocorrendo devido a instabilidade do produto e busca pelo equilibrio quimico.

Esta solugéo, se aplicada, elmina ndo apenas o oxigénio que foi dissolvido
antes do envase, mas também aquele presente no head space da garrafa: se a
levedura permanecesse viavel por um longo periodo de tempo, inclusive durante a
estocagem da cerveja envasada. Os produtos finais do consumo de oxigénio
mediado pelas leveduras seria diéxido de carbono e agua, ambos compostos
usualmente presentes em bebidas.

Embora a transferéncia de levedura para as garrafas de bebidas proporcionaria
uma solugao natural e elegante para o problema da oxidag&o do sabor, esta solugao
teria, se aplicada como tal, dois grandes incovenientes. Primeiramente, a introdugéo
de leveduras em bebidas, mesmo que em pequenas quantidades, pode resultar em
crescimento da fermentagdo que, em Uultima instancia, pode tornar bebidas
originalmente claras em liquidos turvos n&o atraentes. Por segundo, muitas bebidas
sdo aquecidas até temperaturas em torno de 60 °C como, por exemplo, na
pasteurizacdo apos o enchimento. Esta pasteurizagao esta incluida no procedimento
de engarrafamento a fim de matar microorganismos como bactérias, leveduras e
formas para que a contaminagdo microbiolégica da bebida seja impedida. Esta
pasteurizacdo pode suprimir toda a atividade de consumo do oxigénio daquelas
leveduras que foram introduzidas para previnir os danos que a oxidacdo causa ao
sabor da cerveja.

No entanto, a invengao supera esses problemas, fornecendo um processo em
que a levedura é introduzida no recipiente para remover o oxigénio de tal forma que
ela ndo tem permissao para se propagar substancialmente, pois as leveduras viaveis
nao estdo em contato direto com a bebida. Vantajosamente, a levedura é
imobilizada em um material solido que permite apenas uma baixa penetragdo de

agua para a levedura. Quando a levedura ainda esta imobilizada em uma condigéo
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seca, 0 recipiente contendo o liquido pode ser pasteurizado sem perder
substancialmente toda a atividade da levedura.

Muitas leveduras s&o conhecidas por suportar temperaturas bem acima de 65
°C (temperatura aproximada da pasteurizagdo) desde que contenham uma pequena
porcentagem de agua. Portanto, para sobreviver ao procedimento de pasteurizagao,
a levedura deve ser substancialmente seca, considerando que apds a pasteurizagao
o molhamento da levedura é essencial para tornar ativo e iniciar o consumo de
oxigénio. Entdo, mais particularmente, a invengdo sugerida fornece um processo
que compreende na imobilizagdo de levedura seca em um material sélido de grau
alimenticio, o qual permite uma baixa penetracdo de agua. Como resultado, a
maioria das leveduras permanecera essencialmente seca durante a pasteurizagao
no recipiente, mas podem vir a ficar molhadas e, portanto, ativas durante prolongada
exposicao a atmosfera saturada em vapor de agua como existe no head space do
recipiente fechado.

O oxigénio pode ser removido de seus recipientes pasteurizados ou néo
pasteurizados utilizando leveduras que sdo imobilizadas como, por exemplo, por
encapsulacdo, em um adequado material solido, que deve ser situado
preferencialmente acima do nivel do liquido contido no recipiente (acima do head
space). Como resultado deste procedimento de imobilizagdo, as leveduras podem
sobreviver a qualquer tratamento de pasteurizagdo enquanto o crescimento dentro
do liquido é impedido porque as leveduras ndao sao liberadas em seu interior.
Portanto, pelo fato da maioria das bebidas alcodlicas serem meios de crescimento
menos adequados, ndo € permitido que as leveduras se propaguem
substancialmente.

Para isso, o material utilizado na imobilizacido das leveduras deve nao s6 ser
aceitavel para o uso em contato direto com bebidas e produtos alimentares de
consumo humano (escala alimenticia), mas também precisa ter outros atributos,
propriedades aceitaveis a respeito da permeabilidade para oxigénio, diéxido de
carbono e agua. Além disso, em elevadas temperaturas (para ser aplicado durante a
pasteurizacdo dos recipientes) ndo deve afetar as propriedades fisicas do material,
medida em que a permeabilidade ou carater sdlido é alterado.

Materiais adequados para a imobilizacdo de leveduras sao, por exemplo,
especificos tipos de graxas e polimeros como a parafina ou suas misturas

opcionalmente misturadas com seus Dbeneficiadores (melhoradores). Os



15

melhoradores sdo agentes para melhorar a ligagdo do material de imobilizagdo com
a superficie do suporte. Graxas e polimeros adequados podem fundir entre 70 e 140
°C. Preferencialmente a faixa de temperatura de fusdo deve ser na faixa de 80 a 100
°C. Estes materiais podem ser vantajosamente usados como uma camada fina ou
filme contendo as leveduras em contato com a bebida ou, preferencialmente, este
filme situa-se acima do liquido e estda em contato apenas com os gases e vapores
contidos no head space.

As rolhas metdlicas, responsaveis pela vedagdo das garrafas de cerveja,
contém em seu interior um material plastico vedante e € neste material que se
propdem imobilizar as leveduras. Segundo o Boletim de Tecnologia e
Desenvolvimento de Embalagens do CETEA (Centro de Tecnologia de Embalagem),
este sistema de fechamento de embalagens de vidro retornaveis é feito por rolhas
metalicas tipo coroa (“crown”) ou rolha “pry off”. Este tipo de tampa é fabricado por
meio de processo de estampagem de uma folha metalica, seguido de corte. Com
base na norma ABNT NBR11134 (1983) a rolha metélica tipo coroa € definida como
um conjunto formado por uma capsula metalica e um disco de vedagao plastico
interno, possuindo um total de 21 corrugag¢des (cada uma das dobras moldadas na
lateral da tampa) com caracteristicas dimensionais semelhantes, conforme mostra a

Figura 2.

Folha

il Vedante
metalica

__ Terminacao

v yAmertis

Figura 2. llustragcado esquematica de rolha aplicada em embalagem de vidro.

Fonte: http://www.manualdepericias.com.br/abnt/NBR11134.asp.
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6. METODOLOGIA

6.1 Descricao da metodologia utilizada

Durante o desenvolvimento da pesquisa que sustenta este projeto, a invengéo
tecnoldgica citada na patente ja anteriormente referida, se tornou um grande atrativo
na busca por alternativas para solucionar a indesejavel presenga de oxigénio em
cervejas, sendo a metodologia descrita por estes autores que sera relatada,
comentada e discutida nos proximos paragrafos.

Como ja citado no desenvolvimento da proposta tecnoldgica, a invencgéo
baseia-se na imobilizacdo de leveduras em um material sélido propicio para contato
com os alimentos e que possua propriedades tal para garantir a protegcao da
levedura imobilizada, para que a mesma possa continuar ativa mesmo apds o
envase da cerveja e desempenhar seu papel metabdlico de consumir o oxigénio e
transforma-lo em gas carbbnico e agua, constituintes naturalmente presentes no
produto final.

A imobilizacdo se da da seguinte forma: leveduras secas (mais que 92% da
matéria seca, mas preferencialmente de 94-96%) sdo misturadas com o material de
imobilizagdo fundido para formar uma pasta, a qual é fixada no interior da rolha
metalica com a qual o recipiente contendo a cerveja vai ser hermeticamente
fechado. Preferencialmente a mistura de levedura seca e o material imobilizador
fundido s&o aplicados dentro de um curto tempo (entre um minuto). Um curto tempo
e preferido com o objetivo de prevenir a morte substancial das células das
leveduras.

Hoje em dia garrafas sao fechadas usando rolhas tipo coroa contendo um
revestimento de polimero como, por exemplo, policloreto de vinila (PVC) ou
polietileno (PE) no seu interior (Figura 2). A mistura com as leveduras e material de
incorporagao pode ser dosada e aplicada para este revestimento tendo uma camada
com uma espessura entre 5-500 micrometros, com melhores resultados entre 10-
200 micrometros, podendo entdo ser associadas dentro das rolhas tipo coroa. Tais
camadas devem conter 0,01-40 miligramas (preferencialmente entre 1 e 10
miligramas) de levedura seca por centimetro quadrado de revestimento. As

leveduras que podem ser usadas de acordo com esta invengao séo, por exemplo,
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todas as leveduras pertencentes aos géneros Saccharomyces, Kluyveromyces e

Schizosaccharomyces.
6.2 Experimental

Abaixo, descreve-se individualmente cada experimento citado e utilizado pelos

autores da patente:
Experimento 1

Uma mistura de parafina fundida e levedura seca (Saccharomyces cerevisae,
96% da matéria seca) contendo 70 miligramas (mg) por mililitro (mL) de parafina foi
preparada pela mistura dos dois componentes sob temperatura de 95 °C. Um mL da
mistura quente foi utilizado para cobrir uma lamina de vidro limpa, com uma camada
de 0,1 milimetros (mm) de espessura, contendo aproximadamente 7 mg de levedura
por centimetro quadrado. Apds a solidificacdo da camada, as laminas foram
aquecidas por 10 minutos a 65 °C em atmosfera saturada com agua, contida em
uma garrafa de 350 mL. As Id&minas contendo uma superficie coberta de cera de 10
cm? foram entdo resfriadas. As garrafas foram entdo fechadas com uma tampa
revestida por gordura e incubadas por 14 dias a 30 °C. Garrafas contendo iguais
quantidades de ar saturado de agua, mas sem as laminas foram usadas como
“branco” do experimento. Depois da incubagao, o oxigénio contido em toda a garrafa
foi determinado apds a sua abertura utilizando um equipamento chamado Solomat
2008 oxigénio Modumeter, equipado com um eletrodo de oxigénio Clarck. O

equilibrio foi usualmente obtido dentro de um minuto.
Experimento 2

Parafina do mesmo tipo utilizada no Experimento 1 foi fundida, misturada com
diferentes quantidades de levedura seca (Saccharomyces cerevisae, 92% da
matéria seca), vertida em um molde com volume total de 20 cm® e depois se deixou
a mistura solidificar. Quantidades de levedura e parafina foram calculadas de tal
forma que dois diferentes blocos contendo cada 2 ou 5 gramas de levedura por cm?®

foram obtidos. Do bloco contendo 2 gramas de levedura por cm?, fatias de 0,25 mm
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de espessura foram cortadas, enquanto que do outro bloco (5 gramas de levedura
por cm?® ), fatias de 0,10 mm de espessura foram cortadas. Como todas as segdes
possuem 2 centimetros por 2 centimetros, cada fatia individual contem 10 mg de
levedura. Estas fatias foram entéo fixadas em uma tampa de vidro (usando graxa de
silicone). O efeito de rolhas tipo coroa contendo diferentes quantidades de levedura
imobilizada foi simulado.

Para testar o sistema, garrafas com capacidade total de 355 mL foram
preenchidas com 300 mL de cerveja artificial. A composigao (por litro) da cerveja
artificial € como segue: 52 mL de etanol (96%); 30 g de dextrina; 150 mg de glicerol;
480 mg de cloreto de potassio; 700 mg de dihidrogenofosfato de sédio; 140 mg de
cloreto de calcio; 250 mg de sulfato de magnésio; 3 g de albumina de soro bovino (a
qual foi adicionada como ingrediente final). Agua foi adicionada para completar o
volume até 1 litro e o pH foi ajustado até 4,0, utilizando acido cloridrico. A cerveja
artificial foi utilizada para evitar o consumo do oxigénio pelos componentes da
cerveja. Antes de fechar as garrafas com tampas de vidro preparadas conforme
descrito acima, um head space de 55 mm de ar foi injetado acima do liquido,
utilizando para isso gas carbdnico e entdo a tampa foi colocada imediatamente.

A pasteurizagédo de garrafas contendo cerveja artificial e diferentes camadas de
levedura imobilizada foi simulada por imersao das garrafas em um banho-maria de
65 °C. O contelido das garrafas foi mantido a 65 °C por 20 minutos (a temperatura
exata do conteudo foi medida em uma garrafa de controle separada) e depois cada
garrafa foi colocada em uma incubadora a 30 °C. Apos 7 dias de incubag3o, a
quantidade de oxigénio dissolvido em cada garrafa contendo cerveja artificial foi

medida conforme descrito no Experimento 1.
Experimento 3

Cera foi pulverizada e misturada intensivamente com levedura seca em pé
(Saccharomyces cerevisae, 96% da matéria seca) em uma relagdo de massa de 20
gramas de cera para cada 3 gramas de levedura. Quantidades de 40 ou 80
miligramas desta mistura foram aplicadas no centro das rolhas tipo coroa munidas
de cobertura de polietileno. A mistura foi fundida por aquecimento local na cobertura

da rolha, ndo excedendo 95 °C, criando assim uma camada plana de cera-levedura.
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Garrafas de cerveja foram preenchidas com 350 mL da cerveja artificial com
composicao similar a descrita no Experimento 2, as quais tinham sido previamente
de-oxigenadas por um jato de gas nitrogénio. Subsequentemente as rolhas foram
fixadas o mais rapido possivel com o auxilio de um dispositivo de nivelamento
utilizado em industrias cervejeiras. E estimado que o procedimento de arrolhamento
(fixacdo da rolha) incrementa um conteudo inicial de oxigénio de 0,5 a 1,5 ppm em
média.

As garrafas foram pasteurizadas durante 20 minutos sob temperatura de 65 °C,
seguindo o mesmo caminho citado no Experimento 2. Apds resfriadas, no entanto,
as garrafas foram colocadas na incubadora na temperatura de 20 °C, simulando a
temperatura do local de estocagem. A determinagdo do conteudo de oxigénio na
cerveja artificial ao longo do tempo, apds abertas as garrafas, foi realizada pelo

método ja citado no Experimento 1.

6.3 Determinagdes da quantidade de oxigénio dissolvido na cerveja

Meétodo Polarografico — Eletrodo de oxigénio tipo Clarck

Qualquer tipo de medicdo que envolva a eletrorreducéo (ou eletroxidagcéo) de
substancias em solugao constitui uma medicao polarografica. O método consiste na
aplicacao de uma determinada voltagem entre dois eletrodos que leva a geragao de
uma corrente de baixa intensidade. Para determinados valores de voltagem a
substéncia em solugdo € reduzida (ou oxidada) rapidamente quando chega ao
eletrodo e a corrente gerada fica apenas limitada pela velocidade de difusdo do
composto em solucao para o eletrodo. Esta corrente é diretamente proporcional a
concentragdo do composto em solugcdo. A medicdo de oxigénio em solugdo pode
efetuar-se por intermédio de varios tipos de eletrodos. No entanto, o elétrodo de
oxigénio do tipo Clarck (eléctrodo de Clarck) revelou-se o mais eficiente e o de maior
sucesso em diversificados estudos de natureza biolégica.

O sistema consiste num eletrodo de platina (catodo) e num eletrodo de
referéncia de prata (dnodo) imersos numa solug¢ao de cloreto de potassio (eletrdlito).
Uma fina membrana isolante de teflon ou polietileno, permeavel ao oxigénio, isola
eletricamente a solucdo a analisar e impede a deposicdo de substancias

susceptiveis a alterar a resposta dos elementos ativos do sistema. A membrana é
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fixa a base por um pequeno anel de borracha de modo a ficar perfeitamente
aderente e em estreito contato com os eletrodos (Figura 3). Quando se polariza
negativamente o eletrodo de platina em relagao ao eletrodo de referéncia, o oxigénio
dissolvido em solugao sofre uma reducao eletrolitica ao nivel do catodo, gerando-se
uma corrente elétrica de baixa intensidade. Na gama de voltagens de polarizagao,
entre — 0,4 e — 0,7 volts, a corrente elétrica varia linearmente com a concentracao de
oxigénio (Figura 4). O método de medigao de oxigénio em solugao baseia-se assim
nesta observagao empirica que relaciona linearmente a corrente gerada pelo

elétrodo com a concentrag&o de oxigénio em solugao.

A

Membrana

Catodo

Figura 3. Representacéo do eletrodo de oxigénio do tipo Clarck.

As reagobes do eletrodo podem ser representadas, conforme segue abaixo:
1) No catodo de platina
Oy + 2™ + 2H30" = [H,03] + 2H,0
[H202] + 2e” + 2H30" = 4H,0
Soma: O + 4H;0" + 4e” = 6H,0
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2) No anodo de prata
2H,0 4Ag + 4CI = 4AgCl + 4e”

3) Globalmente
4Ag + 4CI + 4H30" + O = 4AgCl + 6H,0

O oxigénio €& reduzido pelos elétrons gerados no catodo (polarizado
negativamente). A velocidade de redugao de oxigénio (a corrente elétrica gerada) é
proporcional a quantidade de oxigénio que difunde através da membrana. Por sua
vez, a quantidade de oxigénio que difunde através da membrana depende da

concentragao de oxigénio dissolvido na solugado onde o eletrodo esta imerso.

03—
04—

03—

02—

| (10-% ampere)

01—

] I l |
0 3 10 13 yall

Concentragdo de oxigénio (%)

Figura 4. Relagao entre a intensidade de corrente e a concentragado de O, (para
uma voltagem na faixa de 0,4 a 0,7 volts) para um eletrodo de Clarck imerso em

solucdo aquosa.

As medi¢des utilizando o eletrodo de Clarck realizam-se, idealmente, em
camaras de reagao. O isolamento do meio de reagdo impede a difusdo de gases
para fora ou para dentro do sistema e a agitagado constante facilitam o equilibrio de
oxigénio através da membrana. Normalmente o eletrodo de oxigénio € utilizado em
associagdo com um registrador potenciométrico e uma unidade de controle. A

unidade de controle é utilizada como fonte de voltagem para polarizar o eletrodo e
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como meio auxiliar de calibragdo. O registrador permite o registro continuo do

consumo (ou liberacdo) de oxigénio.
7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Discussao dos Experimentos

A cada um dos experimentos citados na metodologia descrita acima, os
autores da patente apresentaram os resultados obtidos, que sao discutidos na
sequéncia.

Experimento 1

Os resultados obtidos a partir do primeiro experimento podem ser visualizados

abaixo, na Tabela 2.

Tabela 2. Comparagédo das quantidades de oxigénio dissolvido nas garrafas

contendo ar saturado de agua na presenga e auséncia das laminas com levedura

imobilizada.
Garrafa Lamina .Concentra?.a? .
X residual de oxigénio
numero presente . .
apés 14 dias
1 Nao 7, 50 ppm
2 Nao 7,40 ppm
3 Nao 7,30 ppm
4 Nao 7, 53 ppm
5 Nao 7,13 ppm
6al4 Sim 0, 00 ppm

Como se pode observar na tabela acima, apenas nao se detectou oxigénio
dissolvido apés 14 dias de incubagao nas garrafas que foram vedadas contendo a
lamina de cera com levedura imobilizada, mostrando que a atividade metabdlica da
levedura nao foi prejudicada, uma vez que ocorreu o0 consumo de oxigénio e a

conversdo do mesmo em gas carbdnico e agua.
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Experimento 2

O resultado do efeito da viabilidade das células das leveduras na concentracao

de oxigénio das garrafas contendo cerveja artificial esta ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3. Relagdo da quantidade de oxigénio dissolvido na cerveja artificial, o

teor de massa seca de levedura e o seu nimero de células viaveis.

, . Concentragao
- Numero de células .
Espessura Teor de matéria seca i . . residual de
. viaveis (unidade . A .
da fatia de levedura (% massa) S oxigénio apos 7
arbritraria) .
dias
0 (branco) - - 1, 78 ppm
0, 10 mm 92 50 1,41 ppm
0, 25 mm 92 100 1,42 ppm
0, 25 mm 96 10. 000 0, 60 ppm

Cabe ressaltar que para um dos quatro experimentos descritos na tabela acima
foram realizadas analises em triplicata e o valor de oxigénio medido se manteve
constante ao longo das repeticdes. Em um dos experimentos utilizou-se uma
levedura com 96% da matéria seca ao invés de 92% que foi utilizada para misturar
com a parafina. A levedura contendo 96% de matéria seca possui menos teor de
umidade, a qual é provavelmente a razado pela qual tenha uma melhor capacidade
para suportar altas temperaturas. Como pode ser visto nos dados da tabela acima,
esta melhora na estabilidade em relacao a temperatura nao esta refletindo apenas
no numero de células sobreviventes do processo de pasteurizagdo, mas também em
uma concentragdo bem mais baixa de oxigénio residual na garrafa.

Ao contrario do primeiro experimento, onde os teores de oxigénio cairam a zero
com a aplicacdo da lamina contendo levedura imobilizada, neste caso isto ndo foi
observado, 0 que ja era de se esperar, uma vez que se utilizou cerveja artificial
composta por uma série de componentes, 0s quais, em conjunto, seréo
responsaveis por elevar a quantidade de oxigénio dissolvido na garrafa,
diferentemente do caso onde se utilizou apenas ar saturado de agua.

Por outro lado, quando se compara a garrafa que foi utilizada como branco

(sem aplicar a lamina contendo levedura) com as demais, observa-se que



24

espessuras de lamina maiores garantem a sobrevivéncia de mais células viaveis,
uma vez que quanto maior for esta espessura, mais as leveduras estarao protegidas
durante a pasteurizagdo. Outra observagdo que deve ser destacada é que quando
se utiliza laminas contendo leveduras com o mesmo teor de matéria seca, mas
diferentes espessuras das fatias, pouca diferenga € encontrada em relagdo aos
niveis de oxigénio residual, o que mostra novamente que a melhor maneira de
reduzir substancialmente esta quantidade de oxigénio dissolvido seria o0 emprego de

leveduras com menos teor de umidade.

Experimento 3

Na Tabela 4 apresentam-se os dados obtidos a partir do experimento 3. Nela
pode-se observar que foram estudadas garrafas vedaddas por rolha tipo coroa sem
nenhuma cobertura (branco), outras contendo apenas a cera e, por fim, as que

continham 40 ou 80 mg de cobertura cera-levedura.

Tabela 4. Resultados do oxigénio residual presente em garrafas com cerveja
artificial, utilizando-se diferentes coberturas a rolha metalica.

L Residual de oxigénio
Apllc.:agao na rolha (PPM) apés
tipo coroa
2 dias 21 dias
Nenhuma 1,8 2,3
Apenas 60 mg de i 2.0
cera
40 mg de cera-
- 1,2
levedura
80 mg de cera- i 0.58
levedura

Para as garrafas que continham algum tipo de cobertura na rolha as medigdes
da quantidade de oxigénio foram realizadas apds 21 dias do enchimento. Para o
caso das rolhas contendo apenas a cera, ndo se observou significativa diferenga na
quantidade de oxigénio dissolvido quando comparadas as rolhas que nao possuem

esta caracteristica. Nas rolhas que foram fixadas maior quantidade da mistura cera-
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levedura, observa-se um decréscimo substancial na quantidade de oxigénio residual.
Isto ja foi evidenciado no experimento 2, pois uma vez que se adiciona quantidade
maior da mistura a espessura da camada ira aumentar permitindo que a levedura
imobilizada fique mais protegida e mais células continuem viaveis para realizar sua

atividade metabdlica.

7.2 Analise critica dos revestimentos protetores

Recipientes contendo revestimento protetor sdo preferencialmente
armazenados de tal forma que o liquido ndo entre em contato com a levedura
imobilizada, por exemplo, sdo mantidos em posi¢ao vertical, durante a pasteurizagéo
bem como durante a estocagem. Este cuidado deve existir tanto pelo fabricante
como também antes de vender para o consumidor, embora o contato acidental com
o liquido durante o transporte nao € prejudicial.

A levedura imobilizada preferencialmente ndo deve estar presente na area de
vedacao, por exemplo, no caso de garrafa com rolha tipo coroa com revestimento de
polimero, a levedura ndo deve se mostrar presente entre o bocal da garrafa e a linha
do revestimento da rolha. Durante o enchimento e pasteurizagdo algumas cervejas
podem espumar de modo que a camada do material imobilizador contendo levedura
torne-se completamente molhada antes de completar a pasteurizagéo. Portanto, o
material imobilizador deve ser resistente a um curto intervalo de contato direto com o
liguido de modo que a levedura imobilizada permanega bem protegida durante o
subsequente tratamento térmico.

Embora algumas destas leveduras possam ser extintas durante a
pasteurizagao, os autores da patente verificaram que isto afeta apenas as camadas
exteriores do revestimento. A fim de minimizar o numero de células de leveduras
mortas, a camada de levedura e do material imobilizador, preferencialmente deve
apresentar uma espessura entre 0,1-50 micrometros. Quando usado como uma
camada protetora, os requisitos do material imobilizador devem ser diferentes como,
por exemplo, resisténcia a umidade, onde a penetragao pode ser diminuida.

Normalmente, no tempo entre a pasteurizacdo e consumo do liquido, a
levedura pode vir a remover todo o oxigénio do recipiente. Mesmo quando o
recipiente esta gelado, por exemplo, para o consumo, a levedura ainda pode estar

suficientemente ativa para prevenir o acréscimo do nivel de oxigénio.
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7.3 Discussao das reacoes de oxidagao envolvidas na deterioracao da

cerveja: a formagao do trans-2-nonenal

Os mecanismos responsaveis pelo aparecimento e/ou desaparecimento de
aldeidos na cerveja ndo s&o inequivocamente conhecidos. Estudos sobre a origem
destes compostos e sobre a sua evolugéo ao longo do armazenamento da cerveja
tém o maior interesse para a industria cervejeira, a fim de criar estratégias, a nivel
industrial, que possam minimizar os fatores responsaveis pelo seu aparecimento®.

Existem varias vias potenciais para a formacdo destes aldeidos, mas o
presente trabalho possui como objetivo estudar os compostos indesejaveis que se
formam pelas reagdes de oxidagao e, entre eles, temos o trans-2-nonenal, devido a
sua reconhecida influéncia sobre as caracteristicas organolépticas da cerveja. Este
aldeido tem sido correlacionado com o aroma/sabor a papel/cartdo que pode ser
perceptivel logo a partir do primeiro més de envelhecimento da cerveja4.

Este aroma/sabor foi referenciado originalmente por Burger et al. durante a
década de 50 em cervejas do tipo lager. Em 1974, Wang e Siebert demonstraram
que ndo é necessaria a participagdo sinergética do outros compostos para,
juntamente com o aldeido trans-2-nonenal, se sentir o aroma/sabor de papel/cartao.
Segundo estes mesmos autores, uma concentracdo deste aldeido compreendida
entre 0,05 ppb e 0,1 ppb é suficiente para fazer sobressair este aroma/gosto
caracteristico. O aldeido trans-2-nonenal &, pelas razées apontadas, um composto
determinante na qualidade organoléptica de uma cerveja4.

A quantidade de trans-2-nonenal presente numa cerveja fresca tende a
aumentar ao longo do seu tempo de vida; no entanto, alguns autores verificaram
experimentalmente que o nivel de trans-2-nonenal pode diminuir numa fase
avangcada do envelhecimento. Os motivos para o aumento do teor de trans-2-
nonenal durante o envelhecimento da cerveja nao sao consensuais®.

Nos proximos paragrafos, descrevem-se trés principais vias e equilibrios em
que o trans-2-nonenal participa e que poderdo aumentar a concentracdo deste
aldeido na cerveja, séo elas: a) oxidagdo de acidos graxos, b) auto-oxidagdo de
acidos graxos, c) foto-oxidagdo de acidos graxos, bem como a interagdo deste

aldeido com o antioxidante tipo sulfito (d).
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a) Oxidacéo de acidos graxos

Uma hipétese de mecanismo responsavel pelo aumento do teor de trans-2-
nonenal em cerveja, envolve a degradagao de acidos graxos”. Os acidos graxos,
em particular os insaturados, tais como o acido oleico, linoleico ou linolénico, s&o
introduzidos no processo de fabrico da cerveja pelo malte sob a forma de lipidos e
libertados durante produgao do mosto pela agao de enzimas®.

A oxidacao de acidos graxos varia de acordo com as condigdes de meio ou das
especies presentes. Condicdes de temperatura elevada, pH baixo, ou ainda, a
presenca de cations metalicos ou espécies oxidantes aceleram a auto-oxidagao de
acidos graxos. Pelo contrario, condigdes de temperatura baixa, auséncia de cations
metalicos e de espécies oxidantes, e a presenga de aditivos antioxidantes retardam
a degradacao de acidos graxos'®.

A figura seguinte (Figura 5) esquematiza dois perfis de absorgéo de oxigénio
que podem ser correlacionados com a velocidade de degradagao oxidativa de
acidos graxos e que podem ser verificados em alimentos em fungéo das condicdes
de meio. O perfil (1) traduz o que habitualmente se verifica nos géneros
alimenticios: existe uma primeira fase em que a absorgdo de oxigénio para o
alimento € minima, e uma fase posterior, em que, ocorre um consumo rapido de
oxigénio normalmente responsavel pela degradagdo do alimento. Este perfil é
justificado com base no desenvolvimento de reagdes radicalares. Na primeira fase,
nao € possivel a propagacédo destas reagdes, normalmente devido a presenga de
conservantes e estabilizantes que bloqueiam os radicais; contudo, quando o nivel
dos conservantes ou estabilizantes diminui, ou deixa de estar disponivel, observa-
se o0 desenvolvimento de reagdes radicalares no alimento. Este ultimo
comportamento corresponde ao perfil (2) quando desde o inicio ndo existem

conservantes e/ou estabilizantes.
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Figura 5. Velocidade de oxidagao de acidos graxos em fungao das condigbes
de meio; 1 - Concentracdo de espécies pro-oxidante baixa; 2 - Concentragcéo de

espécies pro-oxidante elevada.

De acordo com o descrito na bibliografia, a oxidagdo dos acidos graxos pode
ocorrer por um mecanismo radicalar, nomeadamente por auto-oxidagao e por foto-

oxidacéo, e ainda, por um mecanismo iénico.

b) Auto-oxidagéo de acidos graxos

O mecanismo de auto-oxidagdo de &acidos graxos inicia-se pela remocgéao
homolitica de um hidrogénio do acido graxo por uma espécie radicalar existente na
matriz. Esta remog&o ocorre com maior probabilidade no carbono alilico do acido
graxo, pois conduz a formagdo de uma estrutura radicalar estabilizada por
ressonancia. O mecanismo da auto-oxidagdo prossegue pela adicdo de uma
molécula de oxigénio ao acido graxo radical, seguida de uma nova remogao
homolitica de um hidrogénio de espécies presentes no meio conduzindo a formagao

de um hidroperéxido. A reagao subsequente envolve a cisao do hidroperdoxido com a
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formacgao dos produtos de degradacédo do acido graxo. A Figura 6 esquematiza o
mecanismo descrito para a formagao de trans-2-nonenal a partir da auto-oxidacao
do acido linoleico. A formacado de trans-2-nonenal resulta da combinagdo entre o
radical hidroxila e o radical 1,3-nonadienilo provenientes da degradagdo do

hidroperéxido.

CH,- (CH,),- CH = CH - CH,- CH = CH - (CH,),- COOH

RO
ROOH
CH=CH=CH=CH=CH-
I 0,
| |
-CH-CH=CH-CH=CH- -CH=CH-CH=CH-CH-
%o - RH -Dé

R-
(A) (B)

CH,-(CH,),- CH = CH - CH = CH { CH { (CH,) -COOH
|

CHS—{Cth-{iH - CH = CH-CH=CH-(CH,),-COOH
OOH

R,- CH, - CHO + CHy~(CH,),- CH=CH-CH=CH
i GH RE'CH :CH'CHD + CHQ—RJ

CH,CH,),-CH - CH = CH - CH #== CH;-(CH,),- CH=CH-CH = {‘_EH

5 On

Figura 6. Mecanismo radicalar proposto para a formagao do trans-2-nonenal a

partir da auto-oxidagao do acido linoleico®.

Na figura acima, pode-se observar, pelo caminho |, a formag&o do
monohidroperéxido (estrutura contornada pela cor preta) e pelo caminho I, a sua
posterior cisdo (pela via A), conduzindo a formagao do trans-2-nonenal (estrutura
contornada pela cor vermelha).

O mecanismo apresentado na figura anterior é apenas uma das muitas vias

possiveis para a degradagado do acido linoleico por auto-oxidacéo. Efetivamente, a
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remogao inicial do hidrogénio pode ocorrer no carbono C8 ou no C14, por ambos
possuirem hidrogénios alilicos. De igual modo, a adicdo do oxigénio ao acido graxo
radical também pode ocorrer no carbono C11. Estes mecanismos alternativos
justificam a formacédo de diversos aldeidos saturados e insaturados, que podem

igualmente afetar a estabilidade organoléptica da cerveja.

C) Foto-oxidagéo de acidos graxos

A degradacao de acidos graxos por foto-oxidagéo ocorre mais rapidamente do
que o modo anteriormente descrito. Este mecanismo pressupde a formacéo prévia
de moléculas de O, no estado excitado singlete (a formagéo de oxigénio no estado
excitado singlete resulta da interagao entre espécies excitadas pela agcdo da luz e o
oxigénio no estado fundamental) que, ao contrario das moléculas de O, no estado
fundamental, reage diretamente com os acidos graxos originando os hidroperoxidos
correspondentes.

A interacado do O no estado excitado singlete com os acidos graxos conduz a
formacéo dos hidroperoxidos através de um mecanismo de ciclo-adicdo conforme se
ilustra na Figura 7. No caso concreto do acido linoleico, esta referenciada a
formacdo de quatro moléculas de hidroperoxido por foto-oxidacdo. Estes

hidroperdxidos reagem, posteriormente, de forma analoga a ja descrita no item b.
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Figura 7. Caminho (l) - Mecanismo proposto de adigdo de 0, no estado excitado
singlete a ligacao dupla do acido linoleico com formag&o de um monohidroperoxido;
Caminho (ll) - Monohidroperoxidos formados por foto-oxidag&o a partir do acido

linoléico.

d) Estabilidade da cerveja: interagdo do trans-2-nonenal com o sulfito

A presenca de antioxidantes em pequenas quantidades nos alimentos tem a
funcdo de prolongar o tempo de estabilidade do produto. Estes aditivos inibem os
efeitos negativos de compostos oxidantes, em particular do oxigénio, evitando o
desenvolvimento de reacdes responsaveis pela alteracdo das caracteristicas
organolépticas desses alimentos. Varios antioxidantes tém sido utilizados pela
industria cervejeira, ndo sendo por vezes claro o modo de atuagdo desses
compostos. Os antioxidantes mais conhecidos podem distribuir-se nos seguintes
grupos'®: ascorbatos (como &cido ascorbico, ascorbato de sédio); sulfitos (como
metabissulfito de potassio, sulfito de sédio, hidrogenossulfito de sédio); enzimas
(como tirosinase, glucose-oxidase, polifenol-oxidase); fenois e polifendis (como
acido maleico, catequina, hidroquinona).

Um dos antioxidantes mais utilizados na industria cervejeira € o sulfito. Suas

principais funcdes sdo a atividade antioxidante e a capacidade de formacao de
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adutos. Esta ultima propriedade, por sua vez, é de extrema importancia, ja que
certos aldeidos com baixo limiar de percepc¢ao e que sdo continuamente produzidos
pela matriz formam, na presenca de sulfito, compostos nao volateis muito estaveis, o
que eleva o limite de percepgao desses aldeidos. Certos investigadores referem que
a presencga do sulfito podera ainda evitar/retardar o aumento da concentracdo de
compostos carbonilicos com o tempo, apresentando por isso um papel crucial na
protegao ao envelhecimento da cerveja”.

Em cervejas frescas, altura em que o teor de sulfito € maximo, a maior parte
dos aldeidos (em especial os de cadeia curta), encontra-se ligados ao sulfito,
igualmente, sob a forma de adutos. A medida que a cerveja envelhece, o nivel de
sulfito baixa, e como consequéncia, o nivel dos aldeidos sob a forma livre aumenta.
Nestas condicbes, estes aldeidos poderdo tomar a posi¢cado do rrans-2-nonenal nos
equilibrios em que este participa, fazendo com que a sua concentragcdo sob a forma

livre aumente®. A Figura 8 mostra o resultado das ligagdes entre o frans-2-nonenal e

o sulfito.
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Figura 8. Estruturas resultantes das ligagdes entre o sulfito e o trans-2-

nonenal.

7.4 A viabilidade econémica da utilizagao de filmes poliméricos com leveduras
imobilizadas

Para ter-se uma idéia da viabilidade econémica da inovacao defendida pela

patente e apresentada neste projeto tecnoldgico, fez-se um estudo do impacto



33

causado no custo final das rolhas metalicas caso as mesmas contivessem leveduras
imobilizadas no interior de seus filmes poliméricos. Para isso, utilizou-se dados de
quantidades de levedura e das razdes levedura/polimero do Experimento 3, por ser
0 que mais se aproxima da realidade industrial, uma vez que todos os experimentos
foram apenas testados a nivel de escala de laboratério.

No Experimento 3 a mistura de cera fundida com levedura foi numa razao de
20/3 gramas, sendo que desta foram aplicadas quantidades de 40 e 80 miligramas
no interior das rolhas metalicas. O preco da levedura seca foi pesquisado em alguns
locais de venda de produtos para cervejarias artesanais, encontrando-se o valor
médio de R$ 15,00 para uma embalagem contendo 11,5 gramas da levedura
Saccharomyces Cerevisae (com especificagdo do percentual de matéria seca entre
94 e 96,5%). Pode-se visualizar na Tabela 5 o custo total que seria investido na

aplicagao dos filmes.

Tabela 5. Relagdo da quantidade de levedura empregada nos filmes

poliméricos e o custo final dos mesmos.

. Quantidade de
Massa da mistura
. levedura na Valor Total
filme + levedura (mg) .
mistura (mg)
40 5,22 R$ 0,007
80 10,44 R$ 0,014

E importante destacar que estes valores sdo para embalagens com pequena
quantidade de levedura, no entanto, uma vez que aplicado industrialmente, se
trabalha com maiores quantidades, tendo-se acesso a embalagens de maiores
quantidades e precos mais acessiveis. Para ser possivel visualizar o preco final das
rolhas, utilizou-se o valor pago pela Companhia de Bebidas das Américas (ambev)
por este material, sendo que a unidade de medida € sempre em milheiros (mil
rolhas). Para um milheiro de rolhas é pago o valor de R$ 1,83, ou seja, cada rolha
custa R$ 0,0018. Abaixo, na Tabela 6, &€ possivel visualizar, para cada rolha

metalica, o impacto causado no custo quando do emprego das leveduras.
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Tabela 6. Custo final da utilizacdo de leveduras nas rolhas metalicas.

Quantidade de Valor Total
levedura na (R$)
rolha (mg)
0, 00 0, 0018
5,22 0,0086
10, 44 0, 015

A utilizacdo de leveduras imobilizadas na rolha metalica aumenta
consideravelmente o valor final desta, mas o beneficio da sua utilizacdo em relagao
a qualidade organoléptica da cerveja é imensuravel. No caso da utilizagdo destas
rolhas, fortes campanhas de marketing sdo necessarias, a fim de refor¢ar ao publico
alvo o diferencial do produto. Uma sugestdo seria utilizar este tipo de rolha
inicialmente em cervejas mais requintadas, aquelas que o consumidor ja esta

acostumado a pagar mais devido a sua qualidade superior.

7.5 O mercado da cerveja

Uma vez que o presente projeto tecnoldgico baseia-se no estudo de
alternativas para melhorar a qualidade sensorial e as caracteristicas organolépticas
da cerveja, torna-se indispensavel discutir o mercado econdmico onde este bem de
consumo esta inserido, com o objetivo de comprovar a gama de oportunidades neste
setor e defender a importancia e necessidade das inovagdes.

Em 2006, o Brasil ocupava a quinta posigao no ranking dos maiores produtores
mundiais de cerveja, sendo superado apenas pela China, Estados Unidos,
Alemanha e Russia. Entretanto, apds anos de estagnacgédo, o setor cervejeiro
brasileiro apresentou, em 2010, o melhor resultado da ultima década, com um
crescimento de 10% no faturamento e 7,5% no consumo (chegando a 9,7 bilhdes de
litros), em comparagdo com o ano de 2005 (Tabela 7). Esses bons resultados foram
influenciados diretamente pela estabilidade econbémica vivida pelo pais, que
segundo analistas desse mercado € a principal causa do aumento ou diminuigdo do
consumo da cerveja no Brasil. Para esses especialistas, o aumento da renda esta

diretamente relacionado com o aumento do consumo de cerveja.
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Tabela 7. Consumo de cerveja no Brasil na ultima década.

Consumo P ~
Consumo . . Variagao Populagao
Ano (1 0° L) Variagcao | per capita (%) (x1 08)
(%) (L/ano)
1997 8170 21 51,2 1,10 1,596
1998 8160 -0,1 50,4 -1,50 1,618
1999 7880 -3,5 48,1 -4,70 1,639
2000 8230 4,8 49,5 3,10 1,661
2001 8450 2,5 49 -1,10 1,724
2002 8410 -0,5 48,2 -1,80 1,746
2003 8220 -2,3 46,5 -3,50 1,769
2004 8470 3,1 46,6 0,40 1,816
2005 9020 6,5 49 5,00 1,842
2006 9700 7,5 51,9 6,00 1,868

Em 2007, a producdo de cerveja no pais teria ultrapassado os 10 bilhdes de
litros, com um faturamento de aproximadamente R$ 21 bilhdes. Porém, o Brasil deve
continuar como quinto maior produtor mundial de cerveja, ja que nesse mesmo ano,
a Russia teria produzido cerca de 12 bilhdes de litros de cerveja. O consumo anual
per capita também aumentou nestes ultimos anos no pais, passando de 49 litros em
2005 para quase 52 litros em 2006, e apresenta ainda um grande potencial de
crescimento. Basta olhar para paises vizinhos como Venezuela, onde sao
consumidos em média 90 litros por habitante por ano. Entretanto, o consumo per
capita de cerveja no Brasil continua longe dos paises com maior consumo no
mundo, tais como a Republica Tcheca (160 litros), Alemanha (116 litros) e Irlanda
(108 litros)®.

Um dos principais acontecimentos no mercado brasileiro de cerveja nos ultimos
anos foi a fusdo entre a Antarctica e a Brahma, resultando na multinacional AmBeyv,
em 2000. Em 2004, a AmBev e o grupo belga Interbrew anunciaram uma alianga
estratégica, constituindo a maior cervejaria do mundo (InBev), tornando-se a lider
mundial do setor com uma participagdo de aproximadamente 13% do mercado e
faturamento anual em 2006 de U$S 16,7 bilhdes. Em 2008, a InBev comprou a
cervejaria norte-americana Anheuser-Busch por U$S 52 bilhdes. Com o negécio, a
empresa — cujo novo nome sera Anheuser-Busch InBev — consolida-se como a
maior produtora mundial de cerveja, produzindo 460 milhdes de hectolitros de

cerveja que corresponde a 25% do volume produzido no mundo.
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No Brasil, a AmBev continua sendo a lider absoluta do setor com uma
participagcédo de 67,2% (Figura 9). Além das 30 unidades em operagao no pais, em
2010 foram adquiridas mais duas fabricas pertencentes a cervejaria Cintra e esta
prevista a construcdo de uma nova fabrica na regido norte do Brasil. Na segunda
posicdo do ranking nacional de cervejarias encontra-se a Schincariol (12,3% de
participagdo no mercado) com dez plantas industriais e mais uma em construgéo.

Entre os investimentos realizados recentemente pela Schincariol destaca-se a
compra das microcervejarias Baden Baden (Sao Paulo), Eisenbahn (Santa Catarina)
e Devassa (Rio de Janeiro) como estratégia para entrar no mercado promissor de
cervejas premium. O terceiro lugar no mercado nacional de cervejas pertence a
Petropolis, que possui duas plantas industriais € mais uma em construgdo. A
Petrépolis detém 8,1% de participagdo no mercado contra 8% da Kaiser, que
durante a ultima década foi vendida para Molson Coors, e em 2006 foi adquirida pela
mexicana Femsa. As quatro empresas juntas representam mais de 95% das vendas
de cervejas no Brasil e, portanto, as principais estratégias e alteragdes no mercado

passam necessariamente por essas cervejarias.

Pelropolis;

Outras; 3,30%
8,10%

Cinlra; 1,10%
Femsa; 8,00%

Schincariol;
12,30%

Figura 8. Segmentacao do mercado cervejeiro por empresas (abril de 2007).
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8. CONCLUSAO CRITICA

A partir do presente projeto tecnolégico pode-se evidenciar que a presencga de
oxigénio em cervejas tipo Pilsen é extremamente prejudicial a qualidade sensorial e
caracteristicas organolépticas deste produto. As reagbes indesejaveis que
prejudicam o flavour da cerveja estao atreladas com a presenga do oxigénio, pois as
principais transformacgdes envolvidas na sua deterioragdo sdo de carater oxidativo,
como a formagéo do trans-2-nonenal, aldeido potencialmente responsavel pelo off-
flavor de papelao.

Para garantir a produgao de cervejas com baixos teores de oxigénio dissolvido
no produto final, € fundamental que se tenha um rigido controle sobre todos os
processos envolvidos, iniciando pela escolha da matéria-prima, que deve ser de
indiscutivel qualidade. Por outro lado, mesmo se atentando para os detalhes da
elaboracdo da cerveja, € sabido que a mesma ainda sofre incorporagéo do oxigénio
contido no head space e este permite que as indesejaveis reagbes de oxidagéo
continuem ocorrendo durante o armazenamento.

A utilizacdo de vedantes contendo levedura imobilizada € uma alternativa
elegante para minimizar as reagdes de oxidagado que ocorrem durante a estocagem
da cerveja, aumentando assim a sua vida de prateleira. Esta alternativa pode n&o
parecer viavel economicamente, no entanto, conforme relatado, o mercado
cervejeiro encontra-se cada vez mais aquecido e isto faz com que se tenha uma
grande diversidade de consumidores e oportunidades para langamentos e

inovagdes.
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