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Resumo

Uma vez que as cervejas produzidas pelo método artesanal nao sdo pasteurizadas nem
filtradas, deterioram-se mais rapidamente. Um possivel método para aumento do tempo de prateleira
da cerveja artesanal é o uso de estratégias com base na adicdo de ltupulo em diferentes tempos e fases
do processo de producao de cerveja. Este projeto tem como principal objetivo o estudo dos efeitos da
lupulizacao na estabilidade de uma receita de cerveja artesanal.

Inicialmente efetuaram-se ensaios com lupulo e agua (extracdes aquosas), utilizando tempos e
temperaturas referentes a varias técnicas de lupulizacdo, para uma posterior analise quimica e
sensorial destas. Consoante as avaliaces selecionou-se trés técnicas de lupulizacdo para utilizar na
producdo de 3 cervejas a partir de uma receita de cerveja artesanal do tipo Ailsner, que foram:
whirjpool hopping (Whirlpool), hop back (Recirculacao Quente) e Boi/ (final da ebulicdo do mosto). Além
das cervejas produzidas também se guardou a cerveja de controlo para ter uma funcdo comparativa
em relacao as restantes. Por fim avaliou-se varios parametros para estas cervejas. Os parametros que
foram analisados de 5 vezes ao longo do tempo de armazenamento foram o pH, o °Brix, a
condutividade eléctrica e a estabilidade da espuma. Além destes, também foram analisados os IBUs, a
atividade antioxidante (FRAP), concentracdo do etanol (por HPLC) e linalol (indicador do aroma
lupulado na cerveja) e o-terpeniol (por GC-MS) no tempo inicial e final da monitorizacao.

A cerveja de Controlo foi a que obteve melhores resultados na generalidade das analises
realizadas ao longo do tempo de armazenamento. Das 3 técnicas de lupulizacéo utilizadas na producao
das cervejas, a que mostrou ter melhor influéncia ao longo do tempo de prateleira da cerveja foi a

adicao de lupulo no final da etapa de ebulicdo do mosto, referente a cerveja Boil.

PALAVRAS-CHAVE

Técnicas de lupulizacdo, estabilidade da cerveja, perfil sensorial, linalol
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Abstract

Once the beers produced by craft method are not pasteurized or filtered, they deteriorate more
rapidly. One possible method for increasing the shelf time is the use of strategies based on hop addition
times and at different stages of the brewing process. This project aims to study the effects of hops in
the stability of a craft beer recipe.

Initially tests were carried out with hops and water (agueous extraction), using times and
temperatures regarding various hopping techniques for further chemical and sensory analysis.
Depending on the ratings three hopping techniques were selected for use in the production of three
pilsner type beer recipe, which were whirlpool hopping (Whirlpool), hop back (hot recirculation) and Boil
(final boiling must). In addition to the beers produced the control beer was also kept for comparison
with the others. Finally we evaluated various parameters for these beers. The parameters that were
analyzed five times during the storage period were pH, °Brix, the electrical conductivity and the stability
of the foam. In addition, the IBUs, the antioxidant activity (FRAP), the ethanol concentration (HPLC) and
linalool (scent indicator hopped in beer) and o-terpineol (GC-MS) were also analyzed at baseline and
final monitoring.

Control beer was the one that obtained the best results in most of the analyzes carried out
during the storage time. Of the 3 hopping techniques used in the production of beer, the addition of
hops at the end of the wort boiling step, referring to Boil beer, was the one found to have better

influence over the shelf time.

KEYWORDS

Hopping techniques, beer stability, sensory profile, linalool
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ATP adenosina tri-fosfato

C10Hs50H etanol

CeH1206 glucose

CH3COOH acido acético

CH3COONa acetato de sodio

CO2 dioxido de carbono

DMS dimetilsulfido

DMSO dimetilsulfoxido

EBC Convencao Europeia de Cervejeiros

FA analisador de espuma

FeCl3 cloreto de ferro

FeSO4 sulfato de ferro

FRAP poder antioxidante da reducao do ferro
GC-MS cromatografia gasosa-espectrometria de massa
HCI acido cloridrico

HPLC cromatografia liquida de elevada pressao (eficiéncia)
IBU unidade internacional de amargor

02 oxigénio

rpm rotacbes por minuto

SMN S-metilmetionina

tf tempo final

ti tempo inicial

TPTZ 2,4,6-tris (1-piridil)-5-triazina

uv radiacao ultra-violeta

V volume

VKD dicetona vicinal
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Estudo do efeito de novas técnicas de lupulizacao no tempo de prateleira da cerveja artesanal

1 Introducéao
1.1 Contextualizacéo

Atualmente a cerveja é a bebida alcoolica mais bebida no Mundo e pode-se afirmar que nela
existem mais de 800 compostos responsaveis pelo seu sabor. Existem varios estilos de cerveja, que se
diferem entre si devido a juncdo de fatores utilizados: ingredientes, e processos de fabrico dando
origem a diferentes receitas de cerveja artesanal que sao apresentados no mercado com diferentes
estratégias de marketing e comunicacédo (Barth R., 2013; Jaskula-Goiris B. et a/, 2010; Priest F. and
Stewart G., 2006).

Os ingredientes essenciais na producao de cerveja sao: agua, malte de cereal (como cereais
maltados, que contém acucares), os lupulos e as leveduras, apesar de alguns cervejeiros além destes
ingredientes utilizarem também alguns auxiliares de processamento, como xaropes, aguicares ou outro
tipo de cereais. No caso da cerveja artesanal, numa perspetiva geral, os auxiliares de processamento
sao evitados usando-se apenas os 4 ingredientes essenciais (Lewis M. & Young T., 2002; Priest F. and
Stewart G., 2006).

Este projeto tem como principal objetivo estudar o efeito das técnicas de lupulizacao na
estabilidade de uma receita de cerveja artesanal ao longo do tempo de prateleira. Técnicas de
lupulizacao (hopping technigues) sao técnicas de adicao de lupulo a cerveja, em diferentes etapas do
processo cervejeiro, fazendo com que o lupulo esteja em contacto com o mosto a temperaturas e
tempos diferentes.

O lupulo tem propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sendo por isso considerado um
conservante natural da cerveja. Visto que na producéo de cerveja artesanal nao se utilizam aditivos, o
lupulo vai ter um papel fundamental na conservacdo da mesma e como tal, vai ter influéncia no tempo
de prateleira (EBlinger H., 2009).

Uma vez que as cervejas produzidas pelo método artesanal nao sdo pasteurizadas nem
filtradas, deterioram-se mais rapidamente, levando a um menor tempo de prateleira que a industrial. O
Unico processo bioldgico de estabilizacao do produto final é a decantacao no final da fermentacao, para
remover as leveduras e outros residuos existentes do IUpulo para depois se proceder ao embalamento
em garrafa ou em barril.

A Figura 1 mostra resumidamente o processo de producdo de uma cerveja produzida pelo

método artesanal.
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LEVEDURA

Figura 1 Processo de producao da cerveja artesanal. Retirado de (“www.cervejaletra.pt”).

1.2 Objetivo Geral

Este projeto tem como principal objetivo o estudo dos efeitos do ltpulo na estabilidade de uma
receita de cerveja artesanal. Desta forma vao ser realizados diversos ensaios de modo a avaliar a

estabilidade quimica e sensorial da cerveja artesanal ao longo do tempo de prateleira.
1.2.1 Objetivos Especificos

O primeiro objetivo especifico passou pela avaliacdo de alguns parametros em extracoes
aquosas (agua e lupulo), para a escolha de 3 técnicas de lupulizacao a utilizar numa receita de cerveja
artesanal.

No final da producao de 3 cervejas utilizando as diferentes técnicas de lupulizacao, avaliou-se
varios parametros ao longo do tempo de prateleira, com o intuito de observar a estabilidade da cerveja

neste tempo.
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1.3 Apresentacdo da empresa

O projeto da empresa FERMENTUM - Engenharia das Fermentacdes, Lda foi desenvolvido
entre 2009 e 2011 tendo sido implementadas as instalacdes de producao em 2013 em Vila Verde
(Braga) pelos Engenheiros Filipe Macieira e Francisco Pereira. A empresa é atualmente uma spin-offda
Universidade do Minho, com uma forte colaboracdo com o Centro de Engenharia Biologica,
participando ativamente em projetos de 1&DT focados no controlo de qualidade da cerveja artesanal e
desenvolvimento de novas metodologias para avaliacéo sensorial € quimica das suas receitas.

Atualmente, a empresa apresenta-se no mercado com a marca “LETRA- Cerveja Artesanal
Minhota”. Distingue-se das cervejas industriais pois é feita a partir de métodos de fabrico artesanais
utilizando-se no processo de fabrico ingredientes 100 % naturais, como agua, cereais, lupulo e
levedura. Estas cervejas sao mais turvas, mais aromaticas e mais intensas. Contendo caracteristicas
organoléticas distintas da cerveja produzida industrialmente, pois nao sofre filtracao e pasteurizacéo
apos a fermentacao.

Atualmente a cerveja artesanal Letra tem quatro tipos de cerveja base no mercado: Letra A
(Weiss), Letra B (Pilsner), Letra C (Stout) e Letra D (Red Ale). Além destas cervejas, também estao
disponiveis no mercado mais dois tipos de cerveja — EdicOes limitadas - Letra E (Belgian Dark Strong
Ale) e a Letra F (/ndia Pale Ale). As caracteristicas dos tipos de cerveja referidos estao apresentadas na

Tabela 1, revelando assim as suas distincoes.

Tabela 1 Representacdo das caracteristicas de cada letra, referente a cada cerveja. Retirado de (“www.cervejaletra.pt”)

Letra A B C D E F
Belgian )
Estilo Weiss Pilsner Stout Red Ale Dark Strong /nd/i]/;ePa/e
Ale
Teor alc. 4.6 % 5.0 % 5.5 % 6.0 % 9% 6.5 %
(%,v/v)
Mosto (plato) 11 12 12.5 13 21 14.5
Cor(BC) . O™  \Gia(67)  Preta (55) Ruiva (20) 35 Ambar (17)
turva (6.5) '
Amargor
(1BU) 15 17 25 27 21 38
Cevada, Cevada,
Trigo e Trigo Cevada e Trigo Cevada,
Maltes g Cevada £0, . €0, Cristal e
Cevada Chocolate e Cristal Chocolate e .
Munich
Torrado Torrado
Origem do Alemanha Alemanhae Alemanhae Alemanha gleg:]zr;f;aé Alemanha e
Lapulo R. Checa E.UA e R. Checa ' EUA E.UA
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Processo de producéo
2.1.1 Maltagem

Para a producao de cerveja os cereais (uma das matérias-primas do processo cervejeiro),
sofrem o processo de maltagem. A maltagem é constituida por 3 etapas, a primeira é a imersao dos
graos de cevada, trigo ou centeio em contacto com a agua, de forma a aumentar a sua humidade
durante 2 dias, para permitir que se atinja uma humidade acima dos 32 % e seja iniciada a
germinacao. Durante a germinacao ocorre a sintetizacao de enzimas essenciais para a hidrolise dos
amidos, proteinas e das paredes celulares (fragilizando-as), tornando mais facil a conversdo dos
acucares numa fase posterior do processo. A sub-etapa final é designada por secagem onde a
germinacao e digestdo enzimatica vao ser interrompidas por ar aquecido, sem que as enzimas
responsaveis pela hidrélise do amido (por vezes também as das proteinas e parede celular) sejam

destruidas (Bamforth C., 2003).
2.1.2 Moagem

Apos a etapa de maltagem, o cereal maltado ¢ moido para expor o conteudo do endosperma
(amido) as enzimas e ocorrer a sua hidrdlise a agucares fermentaveis. Nesta fase os graos devem ser
moidos gentilmente de forma a ndo fazer farinha. As cascas do cereal vao funcionar na etapa de
filtracdo como bolo filtrante do mosto e desta forma se houver muita farinha ocorre a colmatacao do

mosto e a filtracao torna-se impossivel (Lewis M. & Young T., 2002).
2.1.3 Brassagem

Esta etapa é realizada na cuba de brassagem onde os cereais maltados vao ser adicionados a
agua aquecida (temperatura entre 54 °C a 72 °C), fazendo com que o amido se converta em acucares
fermentaveis através da acdo de enzimas. A mistura de malte e dgua — solucdo acucarada - ¢ a
matéria-prima que contém os nutrientes necessarios para a levedura, que vai converter 0s acgucares
existentes no mosto em etanol e didéxido de carbono (CO.) (Bamforth C., 2003; Lewis M. & Young T.,

2002).
2.1.4 Filtracdo do mosto

Concluida a brassagem, o mosto sofre uma filtracao para remocao das particulas insoluveis.
As peliculas dos graos de cereais maltados que ficam presos no filtro designam-se por dréche

(Bamforth C., 2003; Lewis M. & Young T., 2002).
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2.1.5 Ebulicdo do mosto

Depois da filtracdo o mosto vai ser exposto a temperaturas elevadas (temperatura igual ou
superior a 100°C), com o objetivo de esterilizar o0 mosto para eliminar microrganismos capazes de
dificultar a fermentacdo alcodlica. Usando a técnica de lupulizacdo tradicional, é nesta etapa que se
adiciona lupulo, para os a-acidos presentes nas resinas do lupulo serem extraidos e consequentemente
sofrerem reacdes de isomerizacao originando iso-a-acidos devido as temperaturas elevadas a que esta
etapa se realiza (Bamforth C., 2003; Lewis M. & Young T., 2002).

Nos Capitulos 2.5.6.3 Reacao de isomerizacao e 2.5.8.1 Técnica Tradicional, serdo explorados

em maior pormenor alguns aspetos importantes sobre a lupulizacao na etapa de ebulicdo.
2.1.6 Centrifugacédo (Whirlpool)

A etapa de centrifugacdo (Whirlpoo/) tem como objetivo clarificar o mosto, onde se verifica a
separacdo do mosto das substancias turvas (frub) e outro tipo de particulas indesejadas para a
fermentacado alcodlica. O equipamento utilizado para nesta etapa designa-se por Whirlpoo/ (Bamforth

C., 2003).
2.1.7 Arrefecimento

Seguidamente a clarificacdo do mosto, este deve arrefecer para permitir a adicdo de levedura e
0 arranque da fermentac&o alcoolica. Industrialmente o arrefecimento do mosto é efetuado através da
passagem num permutador de calor tubular ou de placas no sentido de trocar calor com agua gelada e
assim baixar a temperatura dos 98 °C para cerca de 20 °C. Isto permite que o mosto atinja uma
temperatura melhor para a sobrevivéncia e acdo da levedura na fermentacdo alcoolica, que vai ser

efetuada posteriormente na cuba de fermentacdo (Bamforth C., 2003).
2.1.8 Arejamento

Depois da fase de arrefecimento, é geralmente fornecido oxigénio que é difundido no mosto
para que as leveduras que vao ser adicionadas na cuba de fermentacdo possuam uma atividade
regular durante a etapa inicial de fermentacao. Assim sendo a concentracao de oxigénio requerida é de

aproximadamente 9 mgoxigsnio/ L (Barth R., 2013; Priest F. and Stewart G., 2006).
2.1.9 Fermentacéo primaria

Nesta etapa € inoculada a levedura adequada para 0 mosto em gue numa fase inicial ocorre o
crescimento da levedura. A fase de crescimento da levedura é realizada sob a presenca de oxigénio,

designada por respiracdo sintetizando substancias organicas (como enzimas) para ajudar no
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crescimento (tamanho e numero de células de levedura aumentam). Entre 6 h e 10 h a maior parte do
oxigénio dissolvido é consumido iniciando-se entdo a fermentacdo alcodlica. Convém que durante a
reacdo numa cuba de fermentacéo de elevado volume, as temperaturas sejam controladas, visto que a
reacao € exotérmica é conveniente baixar a temperatura para favorecer o metabolismo e viabilidade da
levedura, e para que nao sejam criados sabores ou aromas indesejaveis para a cerveja final (Barth R.,
2013; Lewis M. & Young T., 2002; Priest F. and Stewart G., 2006).

A fermentacao alta é executada a temperaturas entre 18 °C e 22°C e as leveduras do tipo ale
sao recolhidas no topo do fermentador em caso de tanques abertos. (Bamforth C., 2003).

Durante a fermentacdo podem-se formar subprodutos pelas vias metabdlicas da levedura,
responsaveis pelo sabor e aroma da cerveja. Entre os subprodutos formados distinguem-se compostos
como os alcoois multivalentes, alcoois superiores aromaticos e alifaticos, acidos organicos, compostos
de carbonilo e compostos que contém enxofre. Assim sendo, o conjunto destes compostos podem
influenciar o bom ou mau sabor/aroma (fliavorou offtflavor) da cerveja (Priest F. and Stewart G., 2006).

A fermentacdo pode ser monitorizada pelos cervejeiros pela andlise de alguns parametros,
como a analise do pH e a medicdo do °Brix. A andlise do pH ¢ um indicador de controlo da
fermentacdo. O pH da cerveja devera estar compreendido entre valores de 4.3 e 4.6, de forma a evitar
o crescimento bactérias patogénicas na cerveja. O pH decresce aproximadamente uma unidade
durante a fermentacdo da cerveja, pela formacéo e secrecao de alguns acidos organicos volateis e no-
volateis por parte da levedura como: o acido acético, o acido citrico, o acido malico, o acido lactico,
entre outros. A velocidade de formacao destes acidos depende de quatro factores: o tipo de método de
fermentacdo usado, o tipo e estirpe de levedura, a capacidade de tamponamento do mosto (buffering
e a quantidade existente de azoto assimilavel presente no mosto (Bamforth C., 2003; Esslinger H. &
Narziss L., 2005; Priest F. and Stewart G., 2006).

Em geral, a analise do °Brix (refractive index) mede o teor de soélidos sollveis (como acucares,
pectinas, aminoacidos, acidos organicos, entre outros) de uma solucdo aquosa, utilizando um
refratdmetro. No caso da cerveja o °Brix permite uma aproximacao ao teor de acucares, pelo que estas
analises permitem a monitorizacdo do processo fermentativo (Bumgarner M. and Natalie R., 2012;

Mignani et a/, 2013).
2.1.10 Maturacao ou fermentacao secundaria

Depois da fermentacdo primaria, retira-se grande parte levedura que floculou na base cénica
da cuba de fermentacao, deixando ainda algumas leveduras em contacto com a cerveja para baixar o

teor de alguns compostos de aromas ou sabores indesejaveis para a cerveja final, como o diacetilo e o
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2,3-pentadoniona (VDKs - vicinal dikefones). Esta etapa designa-se por fermentacdo secundaria ou
maturacao que pode ocorrer durante um intervalo de tempo variado (Lewis M. & Young T., 2002; Priest

F. and Stewart G., 2006).
2.1.11 Engarrafamento, encapsulacéo e rotulagem

O engarrafamento é realizado em enchedoras manuais ou automaticas com capacidades
diversas. O encapsulamento é realizado num equipamento designado por encapsuladora para garrafas
com capacidade diversas (33 cL, 50 cL ou 75 cL).

A ultima etapa do processo de producao da cerveja artesanal é designada por rotulagem onde
se procede a identificacdo do estilo da cerveja assim como outros parametros relacionados com a

identificacao do lote de cada cerveja.
2.2 Agua

A agua é um dos ingredientes mais importantes para a obtencao de uma cerveja de qualidade,
sendo esta uma solucéo altamente diluida de sais minerais. A maior parte destes sais sao dissociados
em ides devido as baixas concentracdes presentes na agua, podendo influenciar indiretamente a
qualidade da cerveja, porque quando alguns destes ides quando presentes em concentracoes
superiores aos limites pretendidos podem afetar a varias etapas do processo cervejeiro. Assim sendo é
conveniente que a agua utlizada na producao de cerveja esteja devidamente tratada, cumprindo todos
0s requisitos para permitir uma boa qualidade do produto final (cerveja) (Esslinger H. & Narziss L.,

2005).
2.3 Levedura

Leveduras sdo seres eucariotas unicelulares, sendo classificadas como fungos, pois pertencem
ao reino Fungi. Este microrganismo pode ser encontrado em diversos ambientes, pois contém uma
excelente capacidade fisioldgica de adaptacdo. Existem varias estirpes de levedura, apesar de umas
estirpes serem mais adequadas que outras para diferentes processos de producdo, como na producao
de pao, vinho, cidra. Assim sendo é essencial usar a estirpe adequada para um certo processo de
producao, visto que assim sera mais eficiente (Bamforth C., 2003; Oliveira F. ef a/, 2013).

Estes seres unicelulares sdo considerados heterotroficos, pois o anabolismo funciona em
conjungo com o catabolismo, isto €, o metabolismo da levedura pode sintetizar moléculas mais
complexas a partir de moléculas mais simples, como também pode ocorrer o caso contrario. Assim

sendo, a energia na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) produzida pela levedura (resulta da oxidacao
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de moléculas organicas) que é a sua fonte de energia, mas também poderdo utilizar as moléculas
organicas como fontes de carbono para a realizacao da biossintese (Oliveira F. et al, 2013).

Quanto a metabolizacdo dos acucares por acdo da levedura, esta pode fazé-lo em condicdes
aerobias ou anaerobias (presenca ou auséncia de 02). A metabolizacdo dos aclcares em condicdes
aerobias é designada por respiracdo, em que acontece a reacdo da Equacao 1 (Bamforth C., 2003).

CeH1206 + 6 02 - C10H50H + 2 CO2 + Energia (Equacéo 1)

Relativamente & metabolizacdo dos acucares em ambientes anaerobios é indicada por

fermentacao alcodlica que segue a reacao da equacao 2 (Bamforth C., 2003).
CeH1206 — C10H50H + 2 CO2 + Energia (Equacéo 2)

As leveduras utilizadas no processo cervejeiro sdo designadas por Saccharomyces. As duas
espécies mais utilizadas na producao da cerveja sao: a Saccharomyces cerevisiae que € utilizada nas
cervejas de fermentacdo alta (ales) e a Saccharomyces pastorianus que é usada nas cervejas de
fermentacao baixa (/agers). As leveduras sao responsaveis pela fermentacéo alcoolica, metabolizando
acucares previamente obtidos dos amidos do malte em etanol e dioxido de carbono (CO2). (Bamforth

C., 2003; Barth R., 2013).
2.4 Lupulo

A primeira plantacao de lupulo com a finalidade de utilizacdo na producdo de cerveja ocorreu
na Europa (mais precisamente na Alemanha e na Republica Checa) entre os anos 1000 e 1200 D.C

(Bamforth C., 2003).
2.4.1 Planta

A espécie Humulus Lupulus ¢ uma planta trepadeira perene (Figura 2) em que ambos o0s
sexos estdo em plantas diferentes (didica), e pertencente a familia de Cannabaceae. S6 as plantas do
sexo feminino sdo utilizadas no processo cervejeiro, porque sé os cones de lupulo (flor do [upulo) da
planta feminina é que conseguem segregar lupulina a partir das glandulas de lupulina (péd amarelo
pegajoso), que é a parte mais importante do lupulo na producdo da cerveja, como vai ser explicado
mais especificamente de seguida. A constituicdo quimica global destes cones de lupulo secos esta

apresentada na Tabela 2 (Almaguer C. et al,, 2014; Priest F. and Stewart G., 2006).
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Figura 2 Plantacdo de lupulo. Retirado de (http://tierradecerveza.com/blog/el-misterioso-lupulo/).

As formas mais comuns do lUpulo ser comercializado sédo: na forma de pelfets (Figura 4), flor
(cones de lupulo) ou extrato, sendo que o mais utilizado no processo cervejeiro é o lUpulo na forma de

pellets, tal como mostra a Figura 3 (EBlinger H., 2009).

’

Figura 3 Lupulo em forma de pellets. Retirado de(“www.academiacervecera.com”).

A utilizacao de lupulo na forma de pellets na producao de cerveja tem uma série de vantagens,
como: a capacidade de manuseamento desta matéria-prima, a facilidade de dispersao, extracao e
isomerizacao dos a-acidos presentes no lupulo, visto que estes compostos estao presentes na lupulina
e que as glandulas responsaveis pela sua producdo sdo rompidas durante o processo de peletizacao. A
peletizacao de lupulo tem uma desvantagem importante, a oxidacao por parte compostos constituintes
da lupulina, pois a rutura das glandulas acelera a exposicdo e consequente a oxidacdo. Com o intuito
de ultrapassar este obstaculo, realizaram-se estudos para melhorar as condicées de embalamento e
consequente armazenamento do IUpulo em forma de pellets (Clarke J., 1986).

A flor do lupulo contém glandulas que produzem lupulina, e as bracteas que sdo as folhas que
se ligam ao strig. Como se pode verificar na Figura 4 esta apresentado um cone de lupulo cortado
transversalmente, conseguindo-se observar a distin¢cdo entre dois constituintes (Barth R., 2013).

A lupulina é um p6 amarelo pegajoso (Figura 4 (A)), que é rico em o¢leos essenciais do lupulo e

resinas. As resinas podem ser divididas em resinas suaves (soff resins) e resinas fortes (hard resins)

10
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(Barth R., 2013; Jaskula B. et a/, 2010). No Anexo | estd representado um esquema com a

constituicao das resinas nos cones de lupulo em geral.

Figura 4 Cone de lupulo cortado a meio, em que (A) representa a lupulina e (B) representa bractea. Adaptado de
(“www.academiacervecera.com”).

Os oleos essenciais do lupulo podem ser divididos em trés grupos de compostos: os
compostos oxigenados, os hidrocarbonetos e os compostos que contém enxofre. Os compostos
oxigenados dividem-se em alcoois terpénicos, alcoois sesquiterpénicos e outro grupo referente a
compostos variados (ésteres, cetonas, alcoois, entre outros). Os compostos que contém enxofre
repartem-se em tioésteres, sulfuretos (DMS - dimetilsulfido) e outros compostos contendo enxofre.
Quanto aos hidrocarbonetos dividem-se em sesquiterpenos, terpenos e hidrocarbonetos alifaticos

(Schonberger C. & Kostelecky T., 2011).

Tabela 2 Composicdo quimica global dos cones de ltpulo secos. Adaptado de (Almaguer C. et al, 2014)

Composto Percentagem (%)
Proteinas 15
Resinas Totais 15a 30

Oleos Essenciais 0,5a3
Cinzas 8
Taninos (Polifenois) 4
Pectinas 2
Monossacarideos 2
Humidade 10
Celulose e restantes 43
Ceras e Esterdides Vestigios a 25

11
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Como ja foi acima explicado as bracteas (pétalas) ligam-se ao strjg e a maior parte dos

polifendis encontram-se nestes dois locais, a excessdo dos prenilflavenoides. No Anexo | apresenta-se

um esquema com a constituicdo dos polifenois presentes nos cones de lupulo (Almaguer C. et al,

2014).

2.4.2 Colheita

A colheita do lupulo é feita no final do verdo quando os cones de lupulo estdo maduros. Estes

sdo cortados, colhidos e submetidos a uma secagem em estufas para retirar a humidade existente

(aproximadamente 80 %) até um nivel entre 7 % e 12 %. O material indesejado é extraido e cortado em

pedacos pequenos para eliminacao ou é deitado novamente para a terra de plantacéo caso nao exista

suspeitas de pragas ou doencas. Na tabela 3 estdo indicados alguns exemplos de pragas e doencas

ocorridas no lupulo (Priest F. and Stewart G., 2006).

Tabela 3 Doencas e pestes que mais ocorrem no lipulo. Adaptada de (Priest F. and Stewart G., 2006)

Pestes

Nome Microrganismo Causa
Queda de folhas e
Damson hop aphid Phorodon humuli danos nos cones de

lupulo

Acaro vermelho

Tetranychus urticae

Descloracao das folhas
e dos cones e
posterior perda da
colheita

Doencas

Mildio

Pseudoperonospora humuli

Germinacao de
esporos de fungos que
causam uma
descloracao preta nas
folhas

Verticillium wilt

Verticillium albo-atrum

Doenca fungica que
pode devastar
seriamente o0 campo
de plantacao de lupulo

Oidio

Podosphaera macularis

Criacdo de pustulas

brancas nas folhas e

danos significativos
nos cones

A temperatura do ar de secagem é normalmente fixada entre 60 °C e 75 °C, mas ¢

necessario ser cuidadoso pois as resinas e os oleos podem sofrer degradacdo. O lupulo é seco para

evitar o crescimento de microrganismos e aumentar o seu tempo de conservacdo. Os melhores

resultados de secagem ocorrem numa gama de temperaturas do ar mais baixas. Depois de esta etapa
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estar finalizada, o lupulo é arrefecido e condicionado a temperatura ambiente durante algumas horas,
com vista a distribuir a humidade existente uniformemente pelo lupulo. De seguida este é guardado em
sacos em condicdes de vacuo, mantido a temperaturas baixas e protegido da luz, de forma a evitar a

oxidacao de alguns compostos (Priest F. and Stewart G., 2006).
2.4.3 Variedades de lGpulo

Existem varias variedades de lupulo disponiveis, umas mais antigas e outras mais recentes. As
variedades mais recentes tém sido mais produzidas e utilizadas que as mais antigas, visto que contém
novas propriedades qualitativas e maior resisténcia a doencas ou pragas. A recente diversificacdo das
variedades de lupulo tem outras vantagens para além das referidas, incluindo o aparecimento de
variedades de lupulos aromaticos que possibilitam a producao de receitas de cerveja artesanal mais
diferenciadoras do ponto de vista organolético (Priest F. and Stewart G., 2006).

Antigamente as variedades de lupulo eram divididas em trés categorias de caracterizacao
diferentes, como “aroma”, “Dual purpose” e “ High-alpha’. Esta divisdo ja ndo ocorre pelo facto de ja
existirem variedades de lupulo com boa qualidade de aromas e bons niveis de a-acidos e também de
“super high-alpha’ com aromas de qualidade moderada, por isso nao ha a necessidade de divisao
nestas trés categorias. Atualmente as caracteristicas de aroma do lupulo podem ser distinguidas em
varias caracteristicas, como por exemplo o floral, o picante, o citrino, o silvestre, o ferbal e o éster, tal
como mostra a Figura b. Existem outras caracteristicas de aroma para além das referidas (Inui T. ef a/,

2013; Priest F. and Stewart G., 2006).

Saazer Cascade
Floral Floral
Z i
R 1.5 ’ . .
Ester , Herbal Ester > Herbal
Silvestre ‘Citrino Silvestre e Citrino
Picanite Picante

Figura 5 llustracao dos perfis de aromas de 2 variedades distintas o lupulo Saazere Cascade. Adaptado de (Inui T. ef al,
2013).

Os cervejeiros avaliam o lupulo sensorialmente (/#and evaluation) por métodos tradicionais e
suportados por analises algo limitadas ao conteudo de ¢leos e de a-acidos, que podem ser realizadas

por técnicas de Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida (HPLC). Alguns cervejeiros
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especificam os niveis de a-acidos, e/ou alguns a-acidos especificos como o cofiumulone, caracterizado
por fornecer um amargor mais aspero a cerveja relativamente a outros a-acidos semelhantes. Assim
sendo a analise e avaliacdo das novas variedades de lUpulo para posterior utilizacdo tem de ser feita
tanto a nivel quimico como a nivel sensorial (Jaskula B. ef a/, 2010; Priest F. and Stewart G., 2006).
Na Tabela 4 apresenta-se algumas tipos de lupulo existentes referindo certas caracteristicas de

cada, observando entéo a diferenca entre o conteudo de a-acidos a cada variedade de lupulo.

Tabela 4 Caracteristicas de alguns tipos de lupulo diferentes. Adaptado de (“www.barthhaasgroup.com”)

Nome Origem a-acidos (%) Variedade
Saaz Republica Checa 3ab Aroma
Hallertaver Tradition Alemanha 4a7 Aroma
Nugget E.UA 11,5a 14 High-alpha
Brewers Gold Reino Unido 45a6,5 Dual purpose
Galaxy Australia 11a16 Dual purpose
Summit E.UA 16a18 Super High-alpha

Como se pode observar a Tabela 4 consta-se que existem lupulos que diferem em algumas
caracteristicas, e além destas existem outras que nao foram inseridas na tabela. Além destes lupulos
existem mais e originados noutros paises, como a Polénia, Franca, entre outros (Briggs D. et a/,

1999).
2.4.4 Novas variedades de lupulo

O tempo de desenvolvimento e integracdo de novas variedades de lupulo no mercado pode
variar, pois depende do pais do seu desenvolvimento. Devido ao facto de o pais ter ou nao doencas
predominantes relacionadas com o lupulo. Para um pais que tenha uma doenca destacada o
desenvolvimento e integracdo de uma nova variedade de lupulo pode demorar cerca de 10 anos, no
entanto num pais em que nao acontece isso, este processo pode ser mais rapido. Em alguns casos
nos paises onde nao existem doencas dominantes, o lupulo pode ser registado e libertado para o
mercado comercial antes de serem realizados ensaios e analises laboratoriais a cerveja o que favorece
a celeridade do processo (Priest F. and Stewart G., 2006).

Com mais estudos e informacao sobre os precursores de compostos chaves dos derivados de

lupulo responsaveis pelas caracteristicas de aroma na cerveja, consegue-se definir estratégias de
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implementacdo e de projeto, e assim fornecer informacdes culturais sobre a variedade de lupulo a

desenvolver (Inui T. et al,, 2013; Priest F. and Stewart G., 2006).
2.4.5 Lupulo Super High-alpha

Os produtores de plantas conseguiram nos ultimos anos desenvolver lipulos que contém uma
grande quantidade de o-acidos relativamente aos mais antigos. Estes lupulos normalmente contém
valores de a-acidos entre 15 % a 16 % sendo possivel atingir os 18 %, quando o lupulo é cultivado em
boas estacdes de crescimento. As variedades de Iipulo com este teor de o-acidos sao designadas por
lUpulos Super High-alpha. Apesar destas variedades de lupulo apresentarem bom conteudo em a-
acidos, foi reportado posteriormente que estas variedades de lupulo sdo susceptiveis a doencas, entre
as quais o mildio e oidio que geram problemas de estabilidade no armazenamento. Com estas
adversidades, foi necessario continuar a estudar e tentar desenvolver resolucdes para estes problemas

(Priest F. and Stewart G., 2006).

2.4.6 Quimica do ltupulo

2.4.6.1 Polifendis

Como ja foi referido anteriormente a maioria dos polifendis encontram-se nas pétalas e strig;
com a excessao dos prenilflavenoides (como o Xanthohumol) que estao presentes na lupulina. Os
polifendis de baixo peso molecular sdo compostos importantes do lupulo na producao de cerveja, pois
estes interagem quimicamente com proteinas, diminuindo a formacao de suspensdes turvas (/azes),
estas que sdao uma desvantagem para a estabilidade da cerveja. Além disso, estes conferem
adstringéncia, amargor e corpo a cerveja. O contetido certo de polifendis também pode contribuir para
a estabilidade fisica da cerveja (Almaguer C. ef al,, 2014; Priest F. and Stewart G., 2006).

Os polifendis de baixo peso molecular encontram-se maioritariamente nos IUpulos de
aromaticos do que nos de amargor, e sao estes que evitam a oxidacdo e aumentam a estabilidade da
cerveja (poder antioxidante). Os polifendis de elevado peso molecular podem estar envolvidos na
formacdo de suspensdes turvas (#azes) e na alteracdo da cor da cerveja. Assim sendo consideram-se
os polifendis de baixo peso molecular mais importantes para a cerveja que os de elevado peso
molecular, por isso os lupulos de aroma sdo importantes no processo cervejeiro. O malte utilizado na
producdo é o que contribui com uma maior quantidade de polifendis presentes no mosto (Almaguer C.

etal, 2014).

15



Estudo do efeito de novas técnicas de lupulizacao no tempo de prateleira da cerveja artesanal

2.4.6.2 Xanthohumol

O xanthohumol ¢ um composto que pertence ao grupo dos prenilflavenoides. Este composto
pode corresponder até 1.5% do peso total dos cones de lupulo secos, onde antigamente se pensava
que afetava a turvacdo da cerveja, sendo considerado como um fator negativo. Recentemente
descobriu-se que o xanthohumol pode ter capacidades antimicrobianas e anticancerigenas. Assim
sendo este composto suscitou grande interesse na industria da cerveja, na medida que lupulos que
contenham elevado teor de xanthohumol sdo agora comercializados (Priest F. and Stewart G., 2006).

Este composto esta presente nas glandulas de lupulina, onde também é encontrado numa
quantidade minima o prenilflavenoide desmethyixanthohumol. Os dois compostos sdo precursores das

flavonas isoméricas, como o /soxanthohumol e os prenyinaringenins (Almaguer C. ef al, 2014).

2.4.6.3 Reacio de isomerizacéo

A reacao de isomerizacao acontece no processo de fabricacéo de cerveja na etapa de ebulicao
do mosto (boil), onde alguns o-acidos sao extraidos e termicamente isomerizados em iso-a-acidos. Os
o-acidos séo caracterizados por conferirem um sabor de amargor a cerveja e sao 0S compostos mais
importantes das resinas de lupulo. Com a reacao de isomerizacdo no processo a cerveja vai ficar com
um sabor mais amargo, visto que os iso-a-acidos tém um caracter mais amargo que os o-acidos. Além
disso os iso-o-acidos sao mais soluveis que os a-acidos no mosto, sendo por isso uma vantagem, visto
que os iso-o-acidos contém caracteristicas como estabilizantes microbiologicas bastante favoraveis
para a saude dos consumidores da cerveja. Os iso-a-acidos principais resultantes desta reacao de
isomerizacao sao as /socohumulone (este que € o mais abundante no lupulo), isohumulone, e
[soadhumulone. Ainda existem outros iso-a-acidos resultantes desta reacao em quantidades minimas
designados por de prehumulone e posthumulone (Almaguer C. et al, 2014; Caballero I. ef al., 2012;
Jaskula B. et al, 2010; Priest F. and Stewart G., 2006).

Cada iso-a-acido pode ser encontrado em duas formas distintas de estereoisdémeros tanto na
forma cis ou trans, como por exemplo o estereoisomero cis-isohumulone ou trans-isohumulone. As
duas formas diferentes de estereoisdmeros contém diferentes caracteristicas, como por exemplo um
diferente potencial no que diz respeito a estabilidade da espuma, devido ao caracter hidrofébico de
cada um. Um excelente exemplo é a #rans-isohumulone (mais hidrofébica) aparecer em maior
quantidade do que a cis-isohumulone (menos hidrofébica) (Caballero I. ef al., 2012).

Esta reacdo de isomerizacao dos a-acidos € facilitada por ides hidroxilo e catides metalicos
bivalentes, essencialmente o calcio e magnésio. Se o mosto tiver baixo pH, vai ser necessario mais

tempo em ebulicdo a uma temperatura maior para tentar atingir o maximo de produtos da reacao de
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isomerizacao. Depois de alguns iso-o-acidos estarem formados, as melhores condicdes de manté-los
no mosto sao: maior pH do mosto, menor gravidade do mosto e menor ritmo de lupulizacao (adicao de

lupulo) (Opstaele F. et al,, 2012).

2.4.6.4 Espuma e sabor amargo

Como ja foi referido anteriormente os iso-a-acidos conferem um sabor amargo a cerveja, mas
também estao relacionados com a estabilizacdo da espuma. Para além de estabilizarem a espuma,
estes compostos também levam a uma maior formacao de espuma na cerveja. Um dos compostos que
¢ criado durante a reacao de isomerizacao em quantidades significativas é a /isocohumulone, este que
€ menos amargo e tem menos efeito na espuma do que a isohumulone. No que diz respeito aos
isomeros dos iso-a-acidos, o isébmero cis € mais estavel e mais amargo do que o isdmero trans. Por
sua vez o isomero trans move-se mais facilmente na espuma, aparecendo também em maior
quantidade (Jaskula B. et a/., 2010; Priest F. and Stewart G., 2006).

Quanto ao sabor amargo na cerveja, no que diz respeito aos iso-o-acidos, segundo Isabel
Caballero e Carlos A. Blanco, a /sohumulone confere mais amargor a cerveja do que a /socohumulone.
Além disso os autores deste estudo também referem que um estereoisébmero na forma cis atribui mais
amargor do que na forma trans. Os iso-o-acidos sdo 0s maiores responsaveis pelo sabor amargo

presente na cerveja, aproximadamente 80 % (Caballero I. ef al,, 2012).

2.4.6.5 Importancia da taxa de cohumuilone na estabilizacao da espuma
O composto cohumulone esta diretamente relacionado com a estabilidade da espuma da
cerveja, por isso uma cerveja com um teor maior em a-acidos do que em B-acidos também vai ter uma
maior estabilidade da espuma, visto que o cohumulone ¢ um a-acido. Por outro lado o composto
fsocohumulone vai conferir maior capacidade de producdo de espuma do que os seus homdlogos

(adhumulone e humulone) (Priest F. and Stewart G., 2006).

2.4.6.6 Oleos Essenciais do Lupulo — Alcoois Monoterpénicos
A fraccao de oleos essenciais do lupulo é considerada compostos volateis aromaticos que
estdo presentes nas glandulas de lupulina, ao contrario das resinas (também presentes nestas
glandulas) que sao responsaveis pelo amargor (Almaguer C. ef al,, 2014).
Como ja foi referido anteriormente os 6leos essenciais podem ser divididos em 3 grupos, os
composto oxigenados, os compostos que contém enxofre e os hidrocarbonetos, e composicao destes
no lupulo é dependente de cada variedade. Os compostos oxigenados contém na sua constituicao

alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, acidos e epoxidos (Almaguer C. et al, 2014).

17



Estudo do efeito de novas técnicas de lupulizacao no tempo de prateleira da cerveja artesanal

Neste estudo os compostos volateis que se considerou importante caracterizar foram alguns
dos alcoois monoterpénicos (que pertencem ao grupo dos alcoois). Alguns destes tém uma boa
contribuicdo no que diz respeito ao aroma na cerveja, onde a maior parte destes provém
principalmente do Lupulo. Alguns dos alcoois monoterpénicos que se consideram mais importantes na
cerveja sao: o Linalol, o Geraniol, o Nerol, o a-Terpineol e o B-Citronelol (Takoi K. ef a/., 2010).

Entre os alcoois acima referidos ocorre uma reacao de biotransformacado na cerveja por acao
do metabolismo de leveduras, tanto do tipo a/e ou /ager como se pode verificar na Figura 6. Logo estas
biotransformacdes ocorrem durante a etapa de fermentacdo no processo produtivo da cerveja (Takoi K.

etal, 2010).

Geraniol B-Citronelol
CH20H \
= CH20H
Nerol Linslol a-Terpineol
OH
= (7 =
CH20H

Figura 6 Biotransformac&o dos alcoois monoterpénicos, por acdo do metabolismo das leveduras. Adaptado de (Takoi K. et
al., 2010).

A Figura 6 revela um esquema representativo das biotransformacdes que ocorrem ao nivel dos

alcoois monoterpénicos, no qual se observa que:

e O Geraniol pode-se converter em B-Citronelol ou Linalol;
e O Nerol transforma-se em Linalol ou o-Terpineol;
e Uma parte do Linalol também pode formar o composto a-Terpineol (Takoi K. ef a/,
2010).
O linalol é 0o composto mais importante dos alcoois monoterpénicos e tem grande contribuicdo
para 0 aroma da cerveja. Existem varios tipos de aromas com diferentes caracteristicas, como por
exemplo o linalol apresenta notas de aroma mais citricas, frutadas e florais. O linalol é considerado um

importante indicador no que diz respeito ao Aoppy flavor (aroma a lupulo ou lupulado) na cerveja, este
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aroma que pode ser dividido em trés caracteristicas distintas, como: #0p oil, kettle hop and dry hop. A
contribuicao do linalol para o aroma lupulado € maior quando se utiliza técnicas de lupulizacao de /afe
hopping, ao contrario de early hopping pois este composto devera volatilizar durante a etapa de
ebulicdo do mosto (Almaguer C. et al, 2014; Hanke S., 2009).

O aroma lupulado na cerveja tem sido considerado muito importante para os cervejeiros, na
medida que favorecem uma melhor qualidade do sabor/aroma da cerveja. Por isso, para fornecer um
bom aroma a lupulo a cerveja, os responsaveis pela producdo desta utilizam técnicas tradicionais de
lupulizacéo, e ainda adicionam o lupulo no final do boi/ ou no whirlpool (late hopping) ou utilizam a

técnica de ary hopping (Opstaele F. et al, 2012).
2.4.7 Analise do lupulo

Neste momento existem varios métodos de analise de lupulo. Estes tém como objetivo analisar
0 poder de amargor do lupulo, produtos de lupulo ou a cerveja. Muitos destes métodos podem ser
encontrados na literatura, onde estao continuamente a serem atualizados e melhorados. Alguns dos
exemplos de literatura de bom nivel e mais utilizados sao: os ASBC Method's of Analysis, os Métodos de
Andlise do /nstitute of Brewing (que agora é conhecido como /nstitute of Brewing & Distilling), MEBAK

Methods e Analytica-EBC (Priest F. and Stewart G., 2006).

2.4.7.1 Avaliacdo fisica, visual e olfativa do lipulo

A avaliacao fisica, visual e olfativa do lupulo podem também ser designadas por um termo
muito utilizado em inglés por hand evaluation. Esta avaliacdo € muito importante por parte dos
produtores de cerveja, porque sao eles que vao utilizar o lupulo na sua producao e assim tém de ter o
cuidado de usar um lupulo sem doencas como o mildio, ou oidio. Para além disso, a percentagem de
humidade do lupulo também é um fator a ter em consideracéo, pois deve evitar-se que esta chegue a
niveis extremamente baixos. Estas doencas e a percentagem de humidade do lupulo podem afetar o
sabor e a qualidade da cerveja. Estas avaliacdes devem ser efetuadas em locais com condicdes
ambientais adequadas, como: a luminosidade (difusa e similar a luz do dia), boa ventilacao e inodoro

(Priest F. and Stewart G., 2006).
2.4.8 Técnicas de lupulizacao

O grande valor do lupulo na cerveja situa-se nas resinas e nos 6leos essenciais que o
constituem. Pela técnica tradicional alguns lupulos sao adicionados ao mosto no bo// durante 1 h ou 2
h, para conferirem amargor final a cerveja. Visto que alguns dos 6leos essenciais sdo suscetiveis de

evaporarem mediante longos periodos de exposicdo a longas temperaturas € necessario realizar a
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adicdo de lupulo de formas alternativas, quer no final do boi/ (late hopping), ou na cuba de
fermentacao ou barril (dry hopping por forma a garantir a presenca de tais compostos no produto final
(Briggs D. et al., 1999).

No entanto, a grande vantagem da aplicacdo de diferentes técnicas de lupulizacdo podera ser
a perspetiva da maior conservacdo da cerveja durante o seu tempo de prateleira. Outra vantagem ¢ a
escolha por parte do cervejeiro em selecionar varias técnicas na producdo da cerveja, conferindo assim

varias caracteristicas a cerveja (Palmer J., 2001).

2.4.8.1 Técnica Tradicional

Na técnica tradicional de lupulizacdo a adicao do lupulo é feita durante a etapa de ebulicao,
por isso o lupulo pode ser adicionado ao longo desta etapa, como no inicio (early kettle), no meio
(midle boil). A técnica ao ser realizada no inicio (early kettle), o lupulo estara em contacto com o mosto
durante 1 h ou 2 h, de forma a conferir amargor a cerveja. Consequentemente ao longo tempo de
exposicao do lupulo as temperaturas da etapa de ebulicao do mosto, os compostos volateis presentes
no lupulo acabam por evaporar. Estes compostos volateis pertencem aos 6leos essenciais do IUpulo e
concedem aroma a cerveja, logo adicionando o lupulo no inicio da ebulicao do mosto sera pouco o
aroma concedido a cerveja, o que se pode verificar analisando a Figura 7. Assim é conveniente
adicionar lupulos de amargor no inicio da ebulicdo do mosto (Lermusieau G. et a/,, 2001; Peltz M.,

2015).

Amargor (+++) Amargor (+)

Ebulicao do Mosto

Aroma (+) Aroma (+++)
Tempo (h)

0 1h/2h

Figura 7 Relevancia do aroma e amargor na cerveja, consoante o tempo de adig¢ao do lUpulo na etapa de ebuli¢do do
mosto.

Observando a Figura 7 entende-se que quanto mais tarde o lupulo for adicionado na etapa de
ebulicdo, mais aroma e menos amargor vai ser concebido a cerveja, por causa do tempo de contacto

do lupulo a temperaturas elevadas.
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2.4.8.2 Mash Hopping

Esta técnica visa a adicao do lupulo durante a brassagem, logo as temperaturas a que esta
técnica acontece sdo antes de se obter 80 °C. Com a adicdo do lupulo realizada nesta etapa pouco
amargor vai ser conferido a cerveja, pois a estas temperaturas os o-acidos presentes no lupulo nao
sofrerdo a reacao de isomerizacao na etapa de ebulicao. Isto deve-se ao facto de o mosto ser filtrado
antes da etapa de ebulicdo e consequentemente o lupulo ficara retido no filtro juntamente com o
dréche. Relativamente aos compostos aromaticos a maior parte serdo volatilizados durante a ebulicao
do mosto. Assim sendo esta técnica tem como a finalidade de serem criados compostos de aroma que

nao sao volateis a ebulicao e conferir sabor sem amargor a cerveja ("www.beersmith.com").

2.4.8.3 First Wort Hopping

Neste tipo de técnica a adicdo do lupulo realiza-se antes da etapa de ebulicéo, e depois da
filtracdo do mosto, onde as temperaturas deverdo ser aproximadamente abaixo dos 80 °C. Sabe-se
que a maior parte dos compostos volateis presentes nos 6leos de lupulo sao insoluveis, assim sendo a
estas temperaturas por algum tempo existem alguns destes compostos volateis presentes que ndo se
evaporam, 0 que vai contribuir entdo para a oxidacao de alguns destes compostos volateis, tornando-os
soliveis no mosto. Para a utilizacdo desta técnica sugere-se a utilizacdo de mais de 30 % da
quantidade de lupulo total que ira ser adicionado durante a ebulicdo do mosto, e com pouco teor de o-
acidos para nao exagerar no nivel de amargor (Palmer J., 2001).

Esta técnica de lupulizacdo pode contribuir para que no final o sabor amargo da cerveja seja

mais macio e contenha um aroma mais apurado (Palmer J., 2001).

2.4.8.4 Final da ebulicao (/afe hopping

Esta técnica pertence a técnica tradicional de lupulizacao, visto que a adicao de lupulo ocorre
no final da etapa da ebulicdo do mosto. A aproximadamente 10 min / 15 min do final da etapa de
ebulicdo ou menos o lupulo também pode ser adicionado (técnica referenciada também como /ate
hopping com o objetivo de fornecer mais aroma a cerveja, como consequéncia da adicdo nesta fase
da producao, a dosagem de lupulo adicionada nao fornecera grande nivel de amargor a cerveja. Tal
acontecimento pode ser explicado pelo pouco tempo de contacto que as resinas (contém os o-acidos)
do lupulo estiveram a temperaturas, o que foi pouco tempo para a reacao de isomerizacdo dos o-
acidos. Logo poucos ou nenhuns iso-a-acidos (mais amargos e mais sollveis que os a-acidos) se vao

dissolver no mosto (Briggs D. et a/, 1999; Palmer J., 2001).
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2.4.8.5 Whirlpool Hopping (late hopping)

A realizacdo da técnica de lupulizacdo whirlpool hopping ocorre entre a etapa de ebulicdo do
mosto e o arrefecimento, onde tal como o nome indica o lupulo sera adicionado a cuba de
centrifugacdo (whirjpool). Esta técnica nao fornece nenhum amargor a cerveja, visto que a temperatura
¢ mais baixa do que na etapa de ebulicdo do mosto, por isso dificultando a reacdo de isomerizacao.
Contudo a adicéo do lupulo nesta etapa ira ter uma boa contribuicdo de aroma na cerveja final, como

por exemplo aromas mais frutados/florais e citricos (Peltz M., 2015).

2.4.8.6 Hop Back (late hopping
Esta técnica de lupulizacao € uma alternativa ao whirlpool hopping. A técnica de /hop back tem
como objetivo recircular o mosto quente através de um equipamento especializado, como por exemplo
uma cuba de menor volume. Este equipamento esta preenchido com lupulo (retido numa rede,

servindo como um leito), como se pode verificar na Figura 8 (Peltz M., 2015).

~=oll]
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o

Figura 8 Técnica de lupulizacdo usando um sistema de recirculacao (Hop Back), adaptado
(“www.maestroscerveceroshispanoparlantes.blogspot.pt,” 2014).

Sendo esta técnica andloga a do whirjpool hopping, também so6 fornece aroma a cerveja em
vez de amargor. Segundo o autor John Palmer sugere-se que o aroma que se consegue no final da
etapa de ebulicdo tem de ser o desejado e suficiente, porque sendo com a realizacdo de hop back
pode notar-se aromas a ervas ou vegetais, visto que a utilizacdo desta técnica pode suscitar este tipo

de aromas (Palmer J., 2001).

2.4.8.7 Dry Hopping
A técnica de lupulizacdo dry hopping consiste na adicdo de lupulo a temperaturas baixas

(técnica a frio) a cuba durante a fermentacéo, ou maturacdo ou no barril. Esta técnica é utilizada para
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fornecer principalmente aroma tropical ou resinoso e algum sabor a cerveja (Barth R., 2013; Parkin E.,
2014; Peltz M., 2015).

Na adicdo de lupulo durante a etapa de fermentacdo pode ocorrer na fase inicial ou final da
fermentacdo, mas o mais indicado & no final, visto que os compostos aromaticos do lUpulo podem
volatilizar com o gas (COz2) formado durante a fermentacdo por acao da levedura. A Figura 9 mostra
como se deve proceder corretamente a adicdo de lupulo a cuba de maturacdo. Além disso o cervejeiro
pode optar se o lupulo é adicionado na presenca ou ndo de levedura, e o tempo de contacto do Iipulo

com a cerveja (podendo ficar desde umas horas até semanas) (Palmer J., 2001; Peltz M., 2015).

Figura 9 Adicao de lupulo a cuba de fermentacdo/maturacao recorrendo a pressao por dioxido de carbono, adaptado de
(“www.maestroscerveceroshispanoparlantes.blogspot.pt,” 2014).

Outra possibilidade é aplicacdo de pressao para a entrada de ltpulo na cuba permitindo que a
cerveja final ndo tenha qualquer contacto com oxigénio, impedindo a sua possivel degradacao na etapa
de maturacao, como se pode observar na Figura 9

(“www.maestroscerveceroshispanoparlantes.blogspot.pt,” 2014).
2.5 Fatores que influenciam o tempo de prateleira da cerveja

A estabilidade do sabor/aroma da cerveja ao longo do tempo da cerveja artesanal € muito
importante para o consumidor, assim sendo € necessario tentar manter a estabilidade do
sabor/aroma. Os fatores de impacto na mudanca do sabor/flavor na cerveja sdo o oxigénio, a
temperatura de armazenamento, a luz e a quantidade de substancias antioxidantes presentes (Decker
E. etal, 2010).

O contacto da cerveja com o oxigénio deve-se evitar ao maximo depois da etapa de fermentacao

primaria, para reduzir o risco de reacdes de oxidacao.
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As temperaturas acima dos 4/5 C também devem ser evitadas para reduzir o risco de
refermentacdes (sintese de subprodutos por acado da levedura que contribuem para o sabor/aroma da
cerveja) e oxidacoes (Caballero et al, 2012; Decker E. et al,, 2010).

Quanto maior a quantidade de substancias antioxidantes, menor sera o risco de ocorrer
oxidacdes ao longo do tempo de prateleira da cerveja. As reacdes de oxidacdo que mais se verificam na
cerveja durante o seu armazenamento sao: oxidacao de acidos gordos insaturados, alcoois superiores,
degradacao de acidos de amargor do lupulo, degradacdo de aminoacidos, reacdo de Maillard,
condensacao Aldol e formacao de Acetal (Decker E. ef al,, 2010).

No Capitulo 4. Discussdo de Resultados, explica-se as causas mais especificas de algumas

destas reacoes.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Materiais
A actividade experimental pode ser dividida e classificada em 3 partes concretas:

e Numa 12 fase, analise quimica e sensorial das diferentes técnicas de lupulizacdo com lupulo
Saaz e agua em frascos com concentracao de lupulo de 2 g/L, designadas por extracdes
aquosas;

e A 22 etapa corresponde a aplicacao de 3 técnicas de lupulizacao na producéo de 3 cervejas
(cada uma com uma técnica diferente) de uma receita cerveja artesanal do tipo Pilsner,

e Por ultimo (32 fase), avaliacdo quimica e sensorial das cervejas ao longo tempo de prateleira e
retirar as respetivas conclusoes.

3.1.1 Avaliacédo das diferentes técnicas de lupulizacdo nas extracées aquosas

Para a avaliacao de diferentes parametros de lupulizacao, adicionou-se 1,5 g de lupulo Saaz a
frascos (V = 1L) com 0,75 L de agua. Em cada um dos frascos o lupulo foi adicionado a tempos e
temperaturas diferentes, com o objetivo de fazer corresponder uma técnica de lupulizacao diferente,
realizadas em paralelo. A cada frasco deu-se diferentes nomes: Mash, Pré-Boil, Boil I, Boil M, Boil F,
Whirlpool. Na Tabela 5 estéo referidas as técnicas de lupulizacdo correspondentes a cada frasco das
extracOes aquosas.

Em paralelo foram efetuados mais dois testes com extracées aquosas em frascos com a
mesma concentracdo de lupulo, correspondendo as técnicas de lupulizacao: Dry Hopping e
Recirculacao a Frio. No frasco do Dry Hopping adicionou-se lupulo & temperatura da agua da rede da
empresa. Na Recirculacéo a Frio teve como objetivo fazer passar a agua sempre com 0 mesmo caudal
através pequena bomba centrifuga, por um equipamento que envolve o lupulo (recirculacdo), que
durou 17 h aproximadamente. Na Figura 10 esta representado um esquema do sefup utilizado para a
esta técnica de lupulizacdo. Este sefup também se utilizou para a extracao aquosa de Recirculacao
Quente, que esta abaixo explicada.

Para o ensaio com recirculacao quente a agua foi aquecida e mantida a uma temperatura
idéntica a do Whiripool. O ltpulo situa-se preso na parte inferior dum equipamento servindo como leito

para a passagem de agua quente, como se verifica na Figura 10.

25



Estudo do efeito de novas técnicas de lupulizacao no tempo de prateleira da cerveja artesanal

Figura 10 Instalacéo (Sefup) da técnica de recirculacéo (tanto a frio ou a quente) com as extracdes aquosas.

Como ja foi acima referido, observando a Tabela 5 pode-se verificar 0 nome das técnicas de

lupulizacao correspondente a cada extracao aquosa.

Tabela 5 Nome das técnicas de lupulizacdo utilizadas nas extracdes aquosas e respetivas temperaturas da adicdo do lUpulo

Tempo de
Técnica de lupulizacao Temperatura Tempo de
Nome contacto
correspondente de adi¢ao (°C) adicao (min)
(min)
Mash mash hopping 66,3 0 60
Pré-Boil first wort hopping 65,5 60 Até ao fim
Boil early kettle 93,2 95 Até ao fim
Boil M midle hopping 95,1 140 Até ao fim
Boil F end of boil (late hopping) 95,3 185 Até ao fim
Whirlpool hopping (late
Whirlpoo/ 80,5 205 Até ao fim
hopping)
Recirculacdo Quente hop back (late hopping) 80,4 - 17
Recirculacao Fria - 21,2 - 1020
Dry hopping Dry hopping 21,2 - 1020

No final as amostras aquosas foram respetivamente guardadas em cada um dos frascos a
temperaturas baixas (proximas de 4 °C) para evitarem contaminacdes, até serem avaliadas por
métodos fisico-quimicos e sensoriais.

Relativamente as extracdes aquosas Recirculacdo Fria, Recirculacdo Quente e Dry hopping nao

se efetuaram-se as avaliacdes acima referidas, porque as extracdes aquosas Recirculacao Fria e Dry
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Hopping antes de serem analisadas apresentaram indicios de contaminacdo e turvacdo. Assim sendo

decidiram-se utilizar apenas as técnicas de lupulizacdo em mosto quente.
3.1.2 Producéo das cervejas recorrendo as técnicas de lupulizacéo escolhidas

A producao das trés cervejas a partir do mosto de uma receita de cerveja artesanal do tipo
Pilsner ocorreu no dia de producdo deste lote de cerveja. Retirou-se um volume de 50 L deste mosto
antes da etapa de ebulicao para uma cuba com a mesma capacidade volumétrica, como mostra a
Figura 11. Depois dividiu-se este volume de mosto por mais duas cubas idénticas (originando um
volume de mosto em cada panela aproximadamente 17 L), e assim se prosseguiu para as restantes

etapas essenciais para a producéo de cerveja artesanal.

Figura 11 Cubas de producao de cerveja.

As trés producdes de cerveja em cada uma das cubas diferenciam-se no tipo de técnica de
lupulizacao utilizada: Boil Hopping, Whirjpool Hopping e Recirculacdo a Quente (hop back). Estas
cervejas foram produzidas a partir de um mosto com uma concentracdo de 1,6 g/L de lupulo
Hallertauer Hersbrucker e Nugget, ao qual foi adicionado lupulo Saaz a concentracdo de 2 g/L,
seguindo os tempos e as temperaturas das respetivas técnicas de lupulizacdo para cada cerveja.

As temperaturas a que as cervejas sofreram as técnicas de lupulizacédo foram:

e 87,3 °C para o boil hopping, o lipulo foi acrescentado na fase final do Boi/ (boil F);

e 80,2 °C para o whirlpool hopping;

e 78,6 °C para o inicio da recirculacdo quente e parou-se a recirculacdo a 51,7 °C.
Depois de realizadas as etapas do processo de producao até a etapa de fermentacao primaria,

efectuou-se entdo a transferéncia do mosto final para trés fermentadores com capacidades
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volumétricas de 20 L cada um Cada fermentador utilizado era constituido por um airfock para permitir
a saida de COz2 e evitar a entrada de O2 ou particulas para o fermentador.

Apds transferéncia e arrefecimento dos mostos, inoculou-se com a levedura do tipo /ager
Salflager da marca Fermentis com uma quantidade de 3,83 g respetivamente a cada um dos
fermentadores, para se dar inicio a etapa de fermentacao primaria.

Nos 9 dias seguintes, monitorizou-se 0 °Brix de cada fermentacao, com o fim de assegurar a
fermentacdo primaria e poder assim prosseguir para a etapa de maturacédo, também designada por
fermentacdo secundaria. Finalizada a fermentacdo primaria, iniciou-se a maturacao teve uma duracéo
de 28 dias a uma temperatura média de 4,37 °C.

No final desta etapa as cervejas estavam aptas para serem engarrafadas, mas antes disso foi
necessario adicionar aclcar com uma concentracdo de 4 g/L de aclcar a cada fermentador e agitar
cada um. De seguida as cervejas foram entdo engarrafadas e armazenadas a temperatura ambiente
(Temperatura aproximadamente de 21 °C) durante 2 semanas, para se promover a refermentacdo em
garrafa. Esta técnica de adicdo de aclcar com a finalidade de ocorrer a refermentacdo em garrafa
designa-se de priming, que neste caso teve como objetivo a formacao de gas (CO2) na cerveja por acéo
do metabolismo da levedura residual presente (Bamforth C., 2003; Baxter E. andHughes P., 2001).

Considerou-se também importante guardar cerca de 4 L de cerveja em garrafas (V=33 cL) de
cerveja do tipo Pilsner do Lote de producao, de onde se retirou o mosto utilizado nas producdes a
escala piloto. Identificaram-se estas amostras de cerveja como cerveja de controlo e serviu de
comparacao em relacdo as cervejas produzidas. Ao mosto da cerveja de controlo foram adicionados

varios lupulos utilizando diferentes técnicas de lupulizacdo, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 Tipos de lupulos, técnicas de lupulizacao e respetivas concentracdes de lupulo, na producéo da cerveja de
controlo

Nome do lupulo Concentracao de lupulo (g/L) Técnica de lupulizacao
Hallertauer Hersbrucker 1 Mash hopping
Nugget 0,6 Early kettle
Saaz le3 Midle e Late hopping

3.1.3 Avaliacdo da estabilidade da cerveja ao longo do tempo de prateleira

Uma semana depois, iniciaram-se as analises fisico-quimicas e sensoriais as cervejas ao longo do

tempo de prateleira. A analise do®Brix, pH, condutividade elétrica e estabilidade da espuma foram
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efetuadas 5 vezes nos seguintes dias da analise: 0; 15; 30; 45 e 90. No entanto a analise por HPLC,

GC-MS, FRAP e IBU s6 foram realizadas no tempo inicial e final do ensaio (ti e tf).
3.2 Monitorizacao das cervejas durante o tempo de prateleira
3.2.1 Andlise da Estabilidade da Espuma

A analise da espuma realizou-se a partir do método de Rudin, em que se retirou 20 cL de amostra
de cerveja para uma proveta em acrilico designada de Foam-Analiser (FA). Este equipamento (Figura
12) contém ainda um difusor de CO2 na base para se realizar a sua injecdo a pressao de 0,2 bar, com
0 objetivo de converter a cerveja em espuma. Assim a espuma ascendou até ao topo do equipamento
FA. Quando esta chegou ao topo fechou-se a valvula de injecdo de gas, colocou-se um corpo oco e
esférico em cima da espuma e iniciou-se a contagem do tempo através de um cronémetro. Depois
esperou-se que a espuma descesse até a linha azul tracada no FA, parou-se a contagem do tempo e

anotou-se o0 tempo que demorou.

T

Figura 12 Equipamento Foam-Analiser.

De modo a obter a velocidade que a espuma da cerveja demora desde o topo até a linha azul do
FA, dividiu-se 40,5 cm (comprimento do topo até a linha azul do FA, como mostra a Figura 12) pelo

tempo demorado de cada espuma em cada amostra de cerveja.
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3.2.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica tem como finalidade medir a forca idnica, mas também pode
determinar a concentracdo de quimicos de uma solucdo aquosa. A avaliacdo deste parametro realizou-
se através de um aparelho de medicdo designado por PHD-1 da marca PCE (Figura 13), em que apds
a ligacao do dispositivo inseriu-se uma sonda na amostra de cerveja que se pretendeu analisar e

registou-se os valores obtidos (“www.Hyfoma.com”).

Figura 13 Aparelho PHD-1 da marca PCE.
Este aparelho para além de analisar a condutividade elétrica também tem a capacidade de
medir a percentagem de sal e o pH de solucoes.

3.2.3 Medicao do pH

A medicao do pH tem como objetivo medir o grau de acidez ou alcalinidade de uma solucéo

aquosa e realiza-se através do medidor de pH IP-57 da marca ALLAFRANCE (Figura 14).

Figura 14 Medidor de pH.

Primeiro retirou-se uma amostra de cerveja para um gobelet e agitou-se este para retirar o CO2

dissolvido na cerveja. De seguida foi necessario calibrar o equipamento de medicao de pH, através das
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solucdes-tampao fornecidas juntamente com o aparelho, seguindo o manual de instrucdes. Depois do

equipamento estar calibrado procedeu-se a medicdo do pH na amostra e registou-se o valor.
3.2.4 Analise do °Brix

A anadlise do °Brix realizou-se através de um refratémetro digital MA871 da Milwaukee (Figura
15), que tem como finalidade medir os solidos soluveis numa solucdo aquosa. Visto que a amostra que
se pretendeu analisar foi cerveja e os sélidos soluveis maioritarios sdo os acucares, logo a medicdo do
°Brix neste caso é indicadora da quantidade de acucares presentes nas amostras de cerveja (Mignani

A. etal, 2013).

Figura 15 Refratometro digital MA871 da Milwaukee.

Inicialmente calibrou-se o instrumento de medicdo do grau °Brix colocando uma porcao de
agua destilada na célula do refratometro tapando-a totalmente e marcando como zero no aparelho.
Assim que se terminou a calibracado, limpou-se a célula do refratdmetro e colocou-se uma amostra de

cerveja nas mesmas condicdes, registando-se o valor obtido.
3.3 Monitorizagao da cerveja no inicio e no fim do experimento (Ti e Tf)
3.3.1 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

A técnica de HPLC é um processo de separacdo de cromatografia liquida de elevada eficiéncia,
em que a amostra é conduzida por um eluente liquido designado por fase movel, através de um
adsorvente liquido (fase estacionaria). (Genisheva Z. et a/,, 2014).

A andlise dos compostos maioritarios da cerveja efectuou-se por HPLC, na qual se identificou e
quantificou o etanol usando um cromatografo (Jasco) equipado com um detetor (Jasco 830-R) de
refracdo /ndex (RI), um detetor de UV-visivel (Jasco 870— UV-visive) e uma coluna 87 H Chrompack
(7,8 mm x 300 mm) a 60 °C. Foram utilizados 5 mmol/L de &cido sulfurico como eluente, a um
caudal de 0,7 mL/min e um volume de injecao de 20 pL. O etanol foi identificado utilizando um

detetor RI.
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3.3.2 Extracado dos compostos volateis

Num tubo de cultura de 10 ml (Prex, ref.1636/ 26MP), adicionou-se 8ml da solucdo
preparada, a 100 pl de padrao interno (4-nonanol, Merck ref. 818773) e uma barra de agitacao
magneética (22,2 mm x 4,8 mm).

A extracao foi realizada por agitacdo da amostra com 400 mL de diclorometano (Merck, ref.
1,06050) durante 15min, com recurso a um agitador magnético. Apos o arrefecimento a O °C durante
10 min, a barra de agitacao magnética foi removida e a fase organica foi isolada por centrifugacao
(RCF=4000, 7 min, 7 °C), sendo o extrato recuperado num frasco, com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur. De seguida, realizou-se a secagem do extrato aromatico com sulfato de sodio anidro (Merck,

ref. 1,06649) e recolheu-se novamente para um novo frasco. Cada solucao foi extraida em triplicado.
3.3.3 GC-MS (Gas Chromatography — Mass Spectrography)

A utilizacao de cromatografia gasosa (GC-MS) teve como finalidade a separacao, identificacao e
quantificacdo de compostos volateis minoritarios. Para se realizar a identificacdo dos componentes o
equipamento GC-MS deve seguir os passos de injecao, separacao e detecao.

Este equipamento era constituido por uma cromatografo Varian 3400 e um espetréfotometro
de massa (lon-trap) Varian Saturn 1. Injetou-se 1 pl de amostra numa coluna capilar, revestida com um
CP-Wax 52 CB (50 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,2 um, Chrompack). A temperatura do
injetor (SPI) foi programada de 20 °C a 250 °C, a 180 °C/min. A temperatura do forno foi mantida a
40 °C, durante 5 min. De seguida, programou-se a temperatura para aumentar de 40 °C a 250 °C, a
3 °C/min. Apds 20 min a 250 °C, programou-se a temperatura para aumentar de 250 °C a 255 °C a
1 °C/min. O gas transportador utilizado foi o hélio N60 (Ar liquido) a 103 kPa, correspondendo a uma
velocidade linear de 15,5 cm/s a 150 °C. O detetor foi ajustado para o0 modo de impacto eletronico

(70eV), com um intervalo de aquisicao de 29 m/z-360 a m/z, e uma taxa de aquisicdo de 610 ms.
3.3.4 IBUs (International Bitterness Units)

O IBU ¢ a unidade internacional de amargor e foi medido pelo método experimental da EBC
(European Brewing Convention) Analytica method 9.8. A EBC é uma das principais organizacoes
cientificas ao nivel internacional, responsaveis pela investigacdo de fabricacao da cerveja. Assim sendo
seguindo o protocolo deste método analitico da EBC, esta analise revelou o nivel de amargor presente
em cada amostra de cerveja (European Brewery Convention, 2004).

De acordo com o método analitico 9.8 da EBC, primeiro retirou-se 1 volume de cada de

cerveja para frascos diferentes e acidificaram-se com duas gotas de HCI (40 mM) em cada um. Depois
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adicionou-se o dobro de volume da amostra da cerveja de iso-octano e agitou-se durante 15 min a 120
rpm (rotacdes por minuto) e 30 °C. Com a agitacdo dada como terminada, pipetaram-se 300 uL das
amostras de cada frasco para pocos de uma placa de Elisa (Figura 16) em duplicado (European

Brewery Convention, 2004).

Figura 16 Placa de Elisa de 96 pogos.

No final inseriu-se a placa de Elisa num espectrofotometro-UV e leu-se a absorvéncia a 275
nm, registaram-se os resultados obtidos e multiplicaram-se por 50 para converter os valores para

unidades internacionais de amargor (IBU).
3.3.5 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante esta relacionada com o poder redutor. Os compostos com poder
redutor podem reduzir compostos intermediarios oxidados e actuar como antioxidantes primarios ou
secundarios (He G. et al, 2012).

Para medir a atividade antioxidante realizou-se o teste FRAP, em primeiro lugar é necessario
preparar as solucdes padrdo. Preparar uma solucdo aquosa dissolvendo 0,0139 g de sulfato de ferro
(FeSO4) em 25 mL de agua destilada. De seguida preparar solucdes-padrao de dgua destilada com
concentracdes diferentes da solucdo aquosa (200 uM, 400 uM, 600 uM, 800 uM, 1000 uM, 1500 uM
e 2000 uM) (Mussatto S., 2010).

Depois das solucdes padrdo estarem devidamente preparadas, teve de se efectuar o reagente
FRAP misturando as seguintes solucdes: solucdo de TPTZ (2,4,6-tris (I-pyridyl)-5-triazine), solucdo de
FeCls e solucdo-tampao de acetato (a pH 3.6), estas com uma proporcao de 1:1:10 (v/v/v) (Mussatto
S., 2010).

O protocolo para a realizacdo de cada uma das solucdes utilizadas no reagente FRAP foram:
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e Solucdo de TPTZ (10 mM) - adicionou-se 156,15 mg de TPTZ com 50 mL de HCI (com
concentracdo de 40 mM);
e Solucdo de HCI (40 mM) - Dilui-se 320 uL de HCI concentrado em 100 mL de agua
destilada;
e Solucdo de FeCI3 (20 mM) - Dissolve-se 162,20 mg FeCls com 50 mL de agua
destilada;
e Solucdo-tampao de acetato (0,3 M) - Dissolve-se 3,1 g de acetato de sddio
(CH3COONa) com 16 mL de acido acético (CHsCOOH) em 1 L de agua (pH = 3.6).
Relativamente as amostras das cervejas tiveram de ser microfiltradas (Mussatto S., 2010).
De seguida pipetou-se para a placa de Elisa 10 uL de cada amostra de cerveja e 290 uL de
reagente FRAP, depois a placa foi incubada a 37 °C durante 15 min. Por fim mediu-se a absorvancia a

593 nm e registou-se os valores obtidos.
3.3.6 Analise Sensorial

A anadlise sensorial das quatro cervejas (Boil, Whirlpool, Recirculacdo Quente e Controlo) foi
realizada por cinco individuos. Nesta analise os cinco provadores tiveram preencher as fichas de
provas sensoriais para cada uma das cervejas. Na pagina seguinte esta apresentada a ficha de

prova sensorial que cada provador preencheu para cada uma das cervejas
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Ficha de Prova Sensorial

Aparéncia

0-10

Observacoes

Cor

Clarity /
Turbidity

Foam

Qualidade visual

Aroma/Odor

0-10

Observations

Frutado

Solvente

Papel/Cartolina

Caramelizado

Sulfuroso

Floral (lupulo)

Qualidade de
aroma

Sabor

0-10

Observacoes

Doce

Amargo

Azedo

Acido

Lupulado

Torrado

Qualidade de
sabor

Sensacéo

0-10

Observacoes

Adstringente

Quente

Corpo

Carbonatacéo

Qualidade da
sensacao na
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4 Discussao dos resultados
4.1 Extracdes Aquosas
4.1.1 Andlise sensorial das extracdes aquosas

As extracdes aquosas realizadas tiveram como objetivo retirar melhores conclusdes de que
tipos de técnicas de lupulizacao se iriam utilizar na producédo das cervejas. Assim sendo avaliaram-se
estas extracoes ao nivel sensorial, como se observa no grafico da Figura 17. As analises sensoriais
foram efetuadas de forma a cumprir 0s requisitos minimos para uma boa avaliacdo, num espaco

inodoro, com boa ventilagcdo e luminosidade (Priest F. and Stewart G., 2006).

[EnY
o

B Amargor

. B Aroma

Avaliacao
O P N W b U1 O N 00 O

Mash Pré-Boil Boil 1 Boil M Boil F Whirlpool

Figura 17 Avaliacao das extracdes aquosas ao nivel de amargor e aroma.

Em termos sensoriais verificaram-se que as extracdes aquosas que continham melhor
qualidade aromatica foram as solucdes do Whirlpoo/ e do Boil F, por outro lado as solucdes avaliadas
como mais amargas foram as do Pré-Boil e do Boil /. A solucao Boil M foi a solucao hidrica em que o
nivel de amargor e aroma foram idénticos, na ordem dos 7. Os resultados foram coerentes com a
literatura, uma vez que quanto mais cedo for adicionado o lupulo a0 mosto mais amargor (menos
aroma) este conferira a cerveja, exceto quando adicionado a brassagem (mash hopping), esta adicdo
que corresponde a extracdo Mash. No capitulo 2.5.8 Técnicas de Lupulizacdo encontra-se uma
explicacdo mais aprofundada sobre a variacdo do aroma e amargor consoante as técnicas de
lupulizacéo utilizadas.

O nivel de amargor a que foi avaliado sensorialmente a extracdo Mash é a 4® melhor das
amostras das cervejas. Visto que as temperaturas da etapa de brassagem se realizaram entre 65,4 °C

e 66,3 °C (1 h antes de filtrar), logo sao baixas para ocorrer a reacdo de isomerizacdo dos a-acidos
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presentes no lupulo. Assim sendo, a explicacdo para este amargor esta nos o-acidos que foram
dissolvidos na cerveja Mash antes de se filtrar, sendo depois sintetizados em iso-o-acidos por reacdes
de isomerizacdo. Quanto ao resultado sensorial aroma do Mash apresenta desvios grandes, logo nao
se pode retirar uma conclusao exata (Almaguer C. et al, 2014).

Conforme os resultados obtidos das avaliacdes sensoriais das extracdes aquosas, concluiu-se
que as técnicas de lupulizacdo mais eficientes em termos aroma sado as /afe hoppings (Boil F e
Whirlpool), por outro lado as mais vantajosas em amargor sao first wort boiling e early kettle hopping
(Pré-Boil e Boil ).

4.1.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A analise FRAP teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante das diferentes extracdes
aquosas, como esta apresentado na Figura 18. Observa-se que as extracdes que contém maior poder
oxidante sdo as que se adicionam lupulo no inicio e a meio do Boil Contudo as extracées aquosas
entre o Pré-Boil e o Whirlpool/ podem ter um poder antioxidante idéntico, porque as extracdes Boi/ / e

Whirlpool apresentam desvios consideraveis.

Mash Pré-Boil Boil 1 Boil M Boil F Whirlpool
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Figura 18 Analise do poder antioxidante das extragdes aquosas.

A amostra Mash é a que apresenta o poder antioxidante mais baixo, uma vez que o0s
compostos presentes no lupulo ndo se dissolveram tanto, devido as temperaturas mais baixas a que

esteve até ser filtrado.
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Com a avaliacado deste parametro as extracdes aquosas verifica-se que para melhorar o poder
antioxidante de uma cerveja, deve-se adicionar lUpulo por first wort hopping ou durante toda a ebulicdo

do mosto.
4,13 IBU

Como ja foi dito anteriormente IBU é a unidade internacional de amargor e pode ser medido
seguindo o0 método experimental da EBC.

A Figura 19 revela o nivel de amargor (IBU) em variadas solucdes de agua com lupulo
adicionado a diferentes tempos e temperaturas, como no caso da adicdo de lupulo & cerveja utilizando

diferentes técnicas de lupulizacao.
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Figura 19 Avaliacdo dos IBUs das extracdes aquosas.

Observando a Figura 19 verifica-se que a extracao Mash é a que revela ter menos amargor
comparativamente com as restantes. A causa deste nivel de amargor é compreendida, porque esta
solucdo foi filtrada ao final de 1 h, tal como acontece no final da etapa de brassagem na producéo de
cerveja. Como isto acontece antes da etapa de ebulicdo, existem compostos presentes no Itpulo que
se dissolvem, porque para além do pouco tempo de contacto do lupulo com a agua, a amostra Mash
ndo atingiu as temperaturas elevadas da etapa de ebulicdo do mosto. Como ja foi dito anteriormente os
o-acidos sofrem reacdes de isomerizacao durante essa etapa originando iso-o-acidos, estes que sao
mais sollveis e mais amargos. Segundo o estudo realizado por Wietstock P. ef a/, a amostra onde foi
adicionado lupulo no Mash nao teve bom rendimento de substancias amargas no ensaio que

realizaram. Apesar disso essa amostra teve bons valores de IBU, devido ao Iipulo adicionado no inicio
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do boi/ conferindo entdo mais amargor a essa amostra. (Opstaele F. et a/, 2012; Wietstock P. et a/,
2015).

Relativamente as restantes extracdes aquosas, na Figura 19 observa-se que as amostras Fré-
Boil, Boil / (inicio da ebulicdo) e o Boil F sdo as que contém mais IBUs por ordem decrescente. Como
era de esperar quanto mais cedo o lupulo é adicionado ao mosto depois da etapa de filtracdo, maior
sera o amargor, porque as elevadas temperaturas da ebulicao do mosto vao contribuir para a reacées
de isomerizacao dos a-acidos em iso-a-acidos. Os iso-o-acidos sdo mais soluveis em agua e também
mais amargos que os a-acidos (Briggs D. ef al,, 1999).

Assim sendo seria de esperar que em valores de IBUs fossem de ordem decrescente: Pré-Boii,
Boil I, Boil M, Boil Fe por fim Whirlpool. Tais resultados ndo foram obtidos na avaliacdo dos IBUs, uma
vez que se obteve os segundos maiores valores IBUs na amostra Boil F.

Quanto ao valor de IBUs da extracdo aquosa Whirlpoo/ nao permite tirar conclusdes devido ao

elevado erro observado.
4.1.4 Analise de compostos volateis

Como ja foi dito no Capitulo 3.3.3 a utilizacdo de cromatografia gasosa (GC-MS) teve como
finalidade a separacao, identificacdo e quantificacdo de compostos volateis. Neste estudo decidiram-se
quantificar dois compostos indicadores do aroma a lupulo na cerveja, que pertencem ao grupo dos
alcoois monoterpénicos designados por linalol e a-terpineol. Analisaram-se estes dois compostos para
as extracdes aquosas para o tempo inicial (i) deste ensaio se pode visualizar na Figura 20.

Segundo as caracteristicas do linalol era essencial quantificar este composto utilizando
diferentes técnicas de lupulizacdo. Quanto ao o-terpineol também se pretendeu estudar, porque este
composto envolve-se nas biotransformacdes dos alcoois monoterpénicos na cerveja, por acado do
metabolismo das leveduras. Assim sendo, um aumento da concentracdo deste composto ao longo do
armazenamento das cervejas, poderia indicar refermentacdes em garrafa. Outro aspeto relevante para
a analise do o-terpineol é saber que nas biotransformacdes dos alcoois monoterpénicos, o linalol so
pode ser convertido em o-terpineol, como ja foi referido no capitulo 2.5.6.6 (Takoi K. ef a/, 2010).

Através da Figura 20 verifica-se que a concentracdo do o-terpineol em todas as extracoes
aquosas apresenta baixos valores de concentracdo comparativamente com o linalol, exceto na amostra
Whirlpool, onde as concentracdes destes compostos sdo idénticas. O valor da concentracéo linalol
nesta amostra duvidoso, visto que até o Mash tem uma concentracdo maior. Como ja foi referido

anteriormente, o linalol € um composto volatil que pertence aos 6leos essenciais do Iupulo, logo a
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extracdo Mash era a que deveria ter menos concentracao deste composto, pois passa por todas as

etapas do processo o que origina uma maior volatilizacao destes compostos.
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Mash Pré-Boil Boil Boil M Boil F Whirlpool

Figura 20 Concentracdo do linalol e do a-terpeniol nas extracdes aquosas.

As solucdes que a seguir obtiveram maiores valores de concentracdo de linalol foram a Boil f,
a Boil Me a Pré-Boil. Segundo um estudo realizado por Filip Van Opstaele e Jessika De Clippeleer, as
cervejas que se utilizaram /ate hopping como é o caso das extraces aquosas Boil F e Whirjpool tém
uma enorme diferenca relativamente ao contetido de linalol presente, apresentando concentracdes
muito superiores deste composto em relacao as cervejas que utilizaram midle hopping (como acontece
na solucao Boi/ M). Por esta razao esperava-se encontrar menos concentracdo de linalol na solucao
Boil Me Pré-Boil, e mais na solucao Whiripoo/ que obteve valores muito baixos provavelmente por erros
experimentais (OPSTAELE F. ef a/, n.d.).

Em relacao ao estudo realizado por Christina Schmidt e Stefan Hanke, os dois autores
concluiram que as cervejas realizadas por early hopping (adicao de lupulo de no inicio da etapa de
ebulicdo do mosto) revelam ter ndo sé concentracdes minimas de linalol, mas também de outros
alcoois monoterpénicos quando comparadas as outras cervejas utilizando outras técnicas de
lupulizacado. Assim sendo, era de esperar que neste ensaio que as solucdes Mash, Pré-Boil e Boil /
fossem as que obtivessem menos quantidade deste composto volatil (Schmidt C., n.d.).

Sendo considerada a concentracdo de linalol obtida na extracao Whirjpool, sugere-se uma nova

realizacao desta extracdo para analisar este composto por GC-MS.
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4.1.5 Escolha das 3 técnicas de lupulizacio na producédo das cervejas

A realizacdo e analise das extracdes aquosas utilizando diferentes tempos e temperaturas de
adicdo de lupulo teve como objetivo escolher 3 técnicas de lupulizacado para a producdo de 3 cervejas
referentes a este projeto de estudo, que foram: Bo// (adicdo de lupulo no fim da ebulicao), Whirlpoo/
(whirlpool hopping) e Recirculacdo Quente (hop bach).

As técnicas recirculacdo fria, recirculacdo quente e dry hopping foram efetuadas mas nao
analisadas, porque verificou-se a existéncia de turvacdo e indicios de contaminacdo nas amostras em
que se adicionaram lupulo a frio. Assim sendo decidiram-se adicionar lupulo apenas em mosto quente,
de modo a conferir mais estabilidade na cerveja, logo escolheu-se a recirculacdo quente.

A adicao do lupulo no fim da ebulicdo do mosto foi preferida devido aos bons resultados das
analises em termos de aroma a lupulo (linalol) e poder antioxidante. Relativamente a caracteristica de
amargor, a analise de IBU foi contraditoria relativamente a sensorial, o que suscitou também algum
interesse.

A técnica de lupulizacao whirlpool hopping escolheu-se devido ao melhor aroma apresentado
na analise sensorial. Além disso, achou-se importante escolher esta técnica pois € analoga a técnica de

lupulizacao Aop back.
4.2 Andlise do °Brix durante a producao das cervejas

Com o intuito de controlar a fermentacao das cervejas produzidas neste ensaio, considerou-se

avaliar o °Brix destas ao longo da fermentacao, como mostra a Figura 21.
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Figura 21 Avaliacdo do °Brix durante o tempo de fermentacéo.

Analisando o grafico da Figura 21 verifica-se que os valores do °Brix decrescem nos 3 dias

iniciais e permanecem sensivelmente constantes nos dias seguintes.
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Os resultados obtidos do °Brix mostram que a fermentacao foi realizada rapidamente, o que
pode ser justificado pelas temperaturas elevadas (temperaturas entre 19 °C e 22,5 °C) a que as
cervejas estiveram durante este tempo de fermentacao. Visto que as cervejas em questdo sdo cervejas
do tipo /ager, em que se utilizaram leveduras de baixa fermentacdo, a temperatura de fermentacao a

que estas deveriam ter sido submetidas seriam entre 6 °C e 15 °C (Bamforth C., 2003).
4.3 Monitorizagao das cervejas ao longo do tempo de prateleira
4.3.1 °Brix

Conforme o descrito acima as medicdes dos valores de °Brix também ajudam a perceber se
houve refermentacdes em garrafas durante o armazenamento das mesmas. Assim sendo efectuou-se
medicdes do °Brix 5 vezes ao longo do tempo de prateleira das cervejas, tal como mostra a Figura 22.

O primeiro dia de avaliacdo do °Brix corresponde ao final de 2 semanas depois de ter sido
realizado o priming. Como ja foi referido anteriormente no capitulo 3, o priming € uma técnica que
consiste na adicao de acucares a cerveja na garrafa (antes do engarrafamento) ou no barril. Esta
técnica pode ter dois objetivos diferentes, como por exemplo: conferir docura a cerveja final ou
conceder gas (CO2) a cerveja por refermentacdo em garrafa, pelo comando da levedura residual

existente. (Bamforth C., 2003; Baxter E. and Hughes P., 2001).
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Figura 22 Analise do Brix ao longo do tempo de prateleira das cervejas.

O gréfico da Figura 22 revela que a concentracao de aculcares tendeu a baixar ligeiramente
longo do tempo de prateleira em todas as cervejas menos na amostra “Recirculacdo Quente”, em que

se observa um decréscimo acentuado ao final dos primeiros 15 dias. Estes decréscimos indicam que
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existiu consumo de acuUcares por parte da levedura residual, confirmando a existéncia de

refermentacdo em garrafa.
432 pH

A medicao do pH é uma avaliacdo da acidez ou alcalinidade de uma solucao aquosa, logo é
um critério importante para a cerveja, visto que esta € uma bebida. O pH mede a quantidade de ides
de hidrogénio, logo quanto maior for a quantidade deste ides numa solucdo, mais acida sera a
respetiva solucdo. Este parametro poderd influenciar varias caracteristicas na qualidade da cerveja
final, como na estabilidade espuma, sabor e brilho, por estas razdes considerou-se importante analisar
o pH ao longo do tempo de prateleira das cervejas (Figura 23) (Baxter E. and Hughes P., 2001;
Esslinger H. & Narziss L., 2005).

As temperaturas elevadas de armazenamento podem ter influenciado a estabilidade da cerveja
negativamente, como o abaixamento do pH e algumas reacdes de oxidacdo. Os varios tipos de reacdes
de oxidacdo que podem acontecer sao: degradacdo oxidativa de acidos de amargor do Iupulo e de
ésteres de acetato, oxidacao de terpenos, auto-oxidacao de acidos gordos, oxidacao de alcoois, reacdes
de Maillard, degradacao oxidativa de grupos carbonilo, entre outros. No caso dos o-acidos que como ja
foi referido anteriormente sdo os acidos de amargor do lupulo, a sua solubilidade na cerveja depende
do pH. Para valores de pH maiores como acontece no mosto, estes acidos serdo terdo uma
solubilidade maior do que na cerveja, visto que esta tem um pH inferior ao mosto. A maior parte dos o-
acidos existentes no mosto sofrem reacdes de isomerizacdo durante a etapa de ebulicdo do mosto
(boil), dando origem assim a produtos de isomerizacao designados por iso-o-acidos, ou entdo sao
removidos na etapa de fermentacdo, contribuindo para a cobertura de espuma da cerveja. Os iso-o-
acidos formados pelas reacdes de isomerizacdo sdo mais soluveis, contém o mesmo nivel de amargor
e sdo mais estaveis para o valor de pH da cerveja, do que os a-acidos (Bamforth C., 2003; Heuberger
A. etal, 2012; Moreira N. et al, 2013).

Como se pode verificar no grafico da Figura 23 a maior parte dos valores de pH das analises
realizadas estdo compreendidos no intervalo esperado (4,3 a 4,6). A amostra do Whirjpoo/ no dia 30 e
as da Recirculacdo Quente e do Boi/ no dia 45 ultrapassaram minimamente os limites dos valores do
pH expectaveis de acordo com a literatura, ndo sendo muito consideraveis (Esslinger H. & Narziss L.,
2005).

O pH das cervejas Whirjpool e Controlo mantiveram-se relativamente constantes ao longo do

tempo de prateleira, por outro lado o pH das restantes cervejas tendeu a diminuir. Uma vez que as
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temperaturas de armazenamento das cervejas ao longo do tempo de prateleira foram altas (19 °C a

22,5 °C), pode explicar a diminuicdo do pH para as cervejas referidas.
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Figura 23 Dados do pH ao longo do tempo de prateleira das cervejas.

As diminuicoes de pH verificadas durante a analise das amostras das cervejas ao longo do
tempo de prateleira podem indicar a formacédo de subprodutos, como acidos organicos por acdo da
levedura. Assim sendo, estas observacdes podem ser explicadas por refermentacdes em garrafa que
podem ter sido influenciadas pelas temperaturas elevadas de armazenamento das cervejas (Barth R,

2013).
4.3.3 Estabilidade da Espuma

A avaliacdo da qualidade da espuma nao ¢ facil devido a sua heterogeneidade e por ser
transitoria, visto que a espuma é sistema que compreende uma fase continua (liquido ou sélido) e
descontinua (gas). Os componentes presentes na espuma da cerveja que podem afetar tanto positiva
como negativamente sao: as proteinas ou polipeptideos, os acidos responsaveis pelo amargor do
lupulo (iso-a-acidos), os alcoois, os lipidos, os polifenois, o pH, os catides de metal, a composicao do
gas e as melanoidinas. Na Figura 24 estdo os resultados do ensaio realizado consoante o método de
Rudin, com o objetivo de avaliar a estabilidade da espuma medindo a velocidade de degradacao da
espuma. Quanto maior for o inverso da velocidade de degradacdo da espuma implica uma maior
estabilidade da espuma (Baxter E. and Hughes P., 2001).

Relativamente a Figura 24 verifica-se que a cerveja de Controlo é a que apresenta melhore
estabilidade da espuma. Analisando a cerveja Whirjpoo/ pode-se observar que a estabilidade da

espuma é a pior relativamente as restantes cervejas.
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A diminuicdo da estabilidade da espuma ao longo do tempo da cerveja de Controlo pode ser
justificada segundo o estudo de Bamforth C. and Kanauchi M., quanto maior for o amargor da cerveja,
maior sera a estabilidade da espuma. Assim sendo estes resultados podem ser explicados pelo nivel de
IBUs da cerveja de controlo ao longo do tempo (grafico da Figura 24), porque os iso-o-acidos
(responsaveis pela a maior parte do amargor da cerveja) tm uma favoravel influéncia na estabilidade

da espuma (Bamforth C. & Kanauchi M., 2003).
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Figura 24 Avaliacao da estabilidade da espuma ao longo do tempo de prateleira das cervejas.

Ao longo do tempo de armazenamento das cervejas esperava-se que a estabilidade da espuma
diminuisse, isso aconteceu na generalidade das cervejas ao longo do tempo, porque algumas destas
garrafas de cerveja poderiam ter maiores concentracoes residuais de levedura do que outras e quanto
maior a concentracdo de levedura presente numa cerveja implica uma diminuicdo da estabilidade da
espuma. Assim sendo, os dias em que se verifica um aumento da estabilidade da espuma nas cervejas
Whirlpool, Recirculacdo Quente e Controlo pode ser justificado pela existéncia de menores
concentracdes de levedura nas amostras de cerveja analisadas nestes tempos (EBlinger H., 2009).

Além disso o aumento da estabilidade da espuma das cervejas Whirlpool, Controlo e
Recirculacao Quente também podem ser justificados pelo aumento do pH no dia 90 verificado na
Figura 23 (Bamforth C. & Kanauchi M., 2003).

Outro parametro que pode influenciar a estabilidade da espuma é a temperatura de
armazenamento das cervejas (temperaturas entre 19 °C e 22,5 °C), pois temperaturas de
armazenamento iguais ou superiores a 2 °C influenciam negativamente este parametro (EBlinger H.,

2009).
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4.3.4 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica foi um parametro que também se pretendeu avaliar neste ensaio
como mostra a Figura 25, e revela a forca idnica duma solucdo, tal como a concentracado de sais
minerais e mobilidade dos ides. Em geral, a condutividade elétrica na cerveja costuma apresentar-se

entre 1,2 mS/cm e 2,3 mS/cm, e aumenta consoante a temperatura (“www.Hyfoma.com,”; Zhang H.,

2007).
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Figura 25 Analise da condutividade elétrica ao longo do tempo de prateleira das cervejas.

Observando a Figura 25 constatou-se que as cervejas estdo dentro dos valores da
condutividade para o geral das cervejas de acordo com a literatura. Verificou-se ainda que existiu um
aumento de condutividade elétrica das cervejas durante os primeiros 30 dias de armazenamento, por

sua vez no resto do ensaio os valores deste parametro mantiveram-se relativamente constantes.
4.3.5 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante das cervejas foi analisada pelo método FRAP no tempo inicial e final de
armazenamento das cervejas (ti e tf) (Figura 26). Como ja foi referido anteriormente as cervejas
contém propriedades antioxidantes que previnem o envelhecimento das propriedades organoléticas ou
deterioracao destas. Contudo as temperaturas de armazenamento das cervejas podem contribuir para
a diminuicao das propriedades antioxidantes (He G. ef a/,, 2012).

O contetdo de polifendis de baixo peso molecular nas cervejas também pode influenciar a
diminuicao de hazes e aumentar o poder antioxidante (Almaguer C. ef a/., 2014).

Visualizando os resultados relativos ao poder antioxidante das cervejas o grafico da Figura 26

observa-se que o poder antioxidante das cervejas aumentou com o tempo de prateleira da cerveja.
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Segundo o estudo efetuado por He ef a/ (2012), as cervejas armazenadas a temperaturas superiores a
5 °C influenciam numa diminuicao do poder antioxidante das cervejas (He G. ef a/,, 2012).

Uma vez que as temperaturas de armazenamento das cervejas deste experimento foram entre
19 °C e 22,5 °C, seria de esperar que a atividade antioxidante destas diminuisse, o que nao
aconteceu como pode ser observado na Figura 26. Apesar destes resultados nao irem de acordo com o
esperado, tal acontecimento pode ser justificavel para as todas as cervejas menos a de Controlo,
porque a remocdo do frub nestas cervejas ndo foi tdo eficiente, assim sendo estas poderiam ter um

maior contetido de polifendis de baixo peso molecular que se foram dissolvendo ao longo do tempo de

prateleira (Almaguer C. ef al,, 2014).
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Figura 26 Andlise do poder antioxidante das cervejas em ti e tf.

Relativamente ao poder antioxidante obtido em cada cerveja pode observar-se que a cerveja
Controlo em ti e a cerveja Whirjpoo/ em tf apresentam os melhores resultados em termos de poder
antioxidante. Consoante os resultados obtidos e as técnicas de lupulizacdo utilizadas, o whirjpool
hopping é a técnica que confere melhores propriedades antioxidantes.

Devido ao aumento da atividade antioxidante das cervejas em tf, sugere-se que se repita o

ensaio, porque pode ter havido erros na realizacdo deste teste em tf ou em ti.

4.3.6 IBUs (Amargor)

De seguida realizou-se a analise de IBUs nas cervejas, onde se optou por fazer somente dois
ensaios no tempo inicial e final do tempo de prateleira (ti e tf) em duplicado, como mostra a Figura 27.
Na Figura 27 é possivel identificar variadas diferencas no que diz respeito a este parametro,

por exemplo: verifica-se que em ti a cerveja de controlo contém mais amargor que as restantes
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cervejas, enquanto que em tf a situacéo inverte-se, sendo a cerveja de controlo com valores de IBUs
mais baixos. Apesar de ter sido adicionado a cerveja de controlo lUpulo numa quantidade inferior as
restantes cervejas, verifica-se que esta cerveja tem mais amargor, o que pode ser justificavel por ter
sido feita a adicdo do lupulo Saaz a meio da ebulicdo do mosto. Nas restantes cervejas as técnicas de
lupulizacao utilizadas sao consideradas /afe hopping. Como ja foi referido anteriormente, maior parte
do amargor presente na cerveja € proveniente do iso-a-acidos formados durante a ebulicao do mosto
por reacdes de isomerizacdao, por sua vez estes acidos podem sofrer degradacdes por reacdes de
oxidacao, o que pode explicar o decréscimo de iso-0-acidos e consequente nivel de amargor na cerveja

de controlo ao final de 90 dias de armazenamento (Jaskula B. ef a/., 2010).
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Figura 27 Avaliacdo de amargor nas cervejas em ti e tf.

Quanto as cervejas Boil, Whirlpool e Recirculacao Quente analisando a mesma figura pode-se
verificar que os valores de IBUs destas cervejas em tf foi maior comparativamente com os valores
obtidos em ti. Estes resultados nao eram esperados, visto que a maior parte das substancias que
conferem amargor sdo os iso-a-acidos, e estes tém tendéncia a degradar-se por via oxidativa ao longo
do tempo, ao contrario do que se pode visualizar nesta analise. Dois factores muito importantes que
podem influenciar a degradacdo dos iso-a-acidos sdo as temperaturas de armazenamento das cervejas
€ a exposicdo a alguma luz. As temperaturas de armazenamento neste ensaio foram compreendidas
entre 19 °C e 22,5 °C, o que poderiam ter justificado a degradacédo destes acidos, fazendo com que
houvesse uma diminuicao ligeira dos isomeros trans-iso-o-acidos, 0 que ja nao aconteceria com 0s
isdbmeros cis-iso-o-acidos que se manteriam constantes, de acordo com o artigo /so-a-acids, bitterness

and loss of beer quality during storage.(Caballero |. ef al,, 2012).
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Relativamente a fotodegradacao, esta consiste na degradacao dos iso-o-acidos por exposicao a
luz afetando o sabor da cerveja dando origem ao /ightstruck flavor, este aspeto ¢ facilmente detetavel
no odor e sabor da cerveja. Para minimizar tal acontecimento & necessario armazenar as cervejas em
garrafas que nao sejam transparentes a luz UV (Ultravioleta), como por exemplo garrafas castanhas. As
garrafas utilizadas neste experimento foram desta cor, por isso diminuiu-se a possibilidade de
fotodegradacéo (Caballero I. ef al, 2012)

Observando a Figura 27 é possivel aferir que os erros associados as amostras em tf sdo muito
superiores aos erros relativos as amostras em ti. Assim sendo & compreensivel que algumas das
amostras em tf tenham mais amargor que as respetivas amostras em ti.

Em relacdo a cerveja de controlo observa-se que esta perdeu amargor ao longo do tempo de
prateleira, o que mostra ser um resultado coerente, conforme as explicacdées da degradacdo dos iso-o-
acidos ao longo do armazenamento acima referidas.

O aumento de amargor nas cervejas Boil, Whirlpool e Recirculacdo Quente de ti até tf podem
também ser explicados pela dificuldade de uma eficiéncia tdo boa como a da cerveja de Controlo na

remocao do trub, realizadas na producao destas trés cervejas.
4.3.7 Analise do etanol ao longo do tempo de prateleira

A andlise por HPLC permite identificar e quantificar alguns dos compostos maioritarios das
amostras de cerveja. Neste caso de estudo foi utilizada para identificar e quantificar o etanol, sendo
este composto um subproduto da etapa de fermentacdo primaria da cerveja, como ja foi referido no
Capitulo 2 e pode-se observar na Figura 28 o teor alcoolico de cada uma das cervejas relativas a este
ensaio.

Na cerveja a formacdo do etanol é proveniente da fermentacdo primaria realizada por via
metabolica da levedura, em condicdes anaerobias a partir dos hidrocarbonetos presentes no mosto.
Além da formacdo do etanol durante esta etapa, também existe a formacdo de CO2. A analise do
etanol por HPLC foi um aspeto importante para este ensaio, porque este composto é o alcool presente
em maior quantidade no geral das cervejas, com concentracdes de entre 20 g/L e 80 g/L (2,54 % e
10,14 % de etanol). Além disso, o etanol contribui diretamente para o sabor e aroma da cerveja. O
segundo alcool que apresenta maiores valores de concentracdo é o glicerol (aparece com
concentracdes entre 12 g/L e 20 g/L nas cervejas), que nao foi analisado por nao revelar grande
importancia para este estudo (Baxter E. and Hughes P., 2001; EBlinger H., 2009).

Como se pode verificar na Figura 28 no tempo inicial a cerveja de controlo tem uma

percentagem de etanol inferior as restantes cervejas, que pode ser explicada pela auséncia da técnica
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priming comparativamente com as restantes. Visto que a cerveja de controlo ja continha gas dissolvido
no momento de engarrafamento, ndo foi necessario realizar esta técnica. Esta que consistiu na adicéo
de acucar a garrafa, com concentracdo de 4 g/L, para que se pudesse realizar a refermentacao em
garrafa e consequentemente a formacdo de CO2 e etanol. Como as garrafas estdo fechadas havera um
aumento de pressdo na garrafa e uma parte do gas ira dissolver-se na cerveja (Baxter E. and Hughes

P., 2001).
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Figura 28 Teor alcodlico volumétrico das cervejas em ti e tf.

Ainda em ti as cervejas Whirjpoo/ e Recirculacao Quente contém menos percentagem de etanol
do que a cerveja Boil, e contém 7 % e 8 % de etanol respetivamente.

No final do armazenamento das cervejas em tf, realizou-se 0 mesmo ensaio a percentagem de
etanol para cada cerveja e constatou-se que na cerveja Boi/ a concentracdo de etanol manteve-se
constante. Na cerveja Whirjpoo/ houve um decréscimo da percentagem de etanol, em que a justificacdo
mais plausivel & que se deveu a erros experimentais da analise por HPLC, por isso sugere-se que se
repita este ensaio. A justificacdo menos provavel indica que estes decréscimos de concentracao de
etanol durante o tempo de prateleira destas cervejas, foi devido a possiveis oxidacdes do etanol em
acetaldeido pela reacdo de Fenton (mecanismo de radicais livres). A formacdo do acetaldeido pode
estar relacionada com as temperaturas a que as garrafas estiveram armazenadas. Segundo um estudo
efetuado por Smogrovic¢ova D. et al,, quanto maior for a temperatura de armazenamento e a presenca
de oxigénio, maior sera a concentracdo de acetaldeido e diacetil. Nas restantes cervejas verificou-se um
aumento da concentracdo de etanol, o que é justificavel pela possivel refermentacdo em garrafa (Baert

J. etal, 2012; Smogrovicova D. et al., 2011).
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O teor de etanol das cervejas Controlo e Recirculacdo Quente aumento ao longo do tempo de
prateleira, o que é um indicio de que existiu refermentacdoes em garrafa, ao que se deve

essencialmente as temperaturas de armazenamento aplicadas.
4.3.8 Andlise de compostos volateis

A analise por GC-MS das cervejas produzidas do linalol e do a-terpineol foi feita no tempo
inicial e final (ti e tf), para observar as diferentes variacdes destes dois compostos aromaticos ao longo
do tempo de prateleira das cervejas, como se pode observar na Figura 29.

O maior impacto da primeira visualizacdo da Figura 29 foi a inexisténcia do o-terpineol em
todas as cervejas no tempo final do ensaio (tf). Acerca desta caracteristica nas cervejas finais, pode-se
entdo concluir que o a-terpineol degradou-se por reacdes oxidativas que podem ter sido propiciadas

pela acdo da temperatura.
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Figura 29 Concentracao do linalol e do o-terpineol nas cervejas em ti e tf.

No entanto é possivel observar que o a-terpineol no tempo inicial (ti) aparece em maior
quantidade na cerveja de controlo comparativamente com as restantes cervejas. As restantes cervejas
apresentam concentracdes semelhantes de a-terpineol no tempo inicial.

Como seria de esperar, o linalol encontra-se em todas as cervejas deste ensaio em
concentracdes superiores as do o-terpineol, porque é o indicador mais adequado de sabor/aroma

lupulado das cervejas que principalmente sao realizadas a partir de técnicas de /afe hopping, como

aconteceu nas cervejas produzidas (Hanke S., 2009).
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Observando a Figura 29, verifica-se que a cerveja de controlo é a que apresenta maior
concentracao de linalol em ti em relacdo as restantes. Este resultado € aceitavel, pois adicionou-se
lUpulo por /afe hopping para conferir aroma a cerveja a uma concentracao superior as restantes
cervejas produzidas. Além da adicdo do lupulo por /ate hopping também foi adicionado mais lupulo a
meio da etapa de ebulicdo do mosto com uma concentracdo de 1 g/L (midle hopping), o que também
pode ter contribuido para o aroma a lupulo na cerveja. Como ja foi referido anteriormente por varias
vezes, a concentracao de lupulo as restantes cervejas foi de 2 g/L.

Em relacao as restantes cervejas em ti, esperava-se que a cerveja Whirlpool e Recirculacao
quente, tivessem concentracdes de linalol superiores & cerveja Bor/, o que nao aconteceu. (Hanke S.,
2009).

A cerveja de controlo no tempo final (tf), obteve uma concentracdo de linalol inferior bem
significativa relativamente ao tempo inicial (ti), o que se explica por reacdes de oxidacado derivadas da
temperatura de armazenamento das garrafas de cerveja.

Analisando as restantes cervejas em tf, observa-se que estas apresentam valores de
concentracdes de linalol superiores do que em ti. Estas ascensdes da concentracao do linalol nestas
cervejas podem ser justificadas por refermentacdes, visto que o linalol é originado por

biotransformacdes sobre a acao leveduras (Takoi K. ef a/,, 2010).
4.3.9 Analise Sensorial

Além das avaliacdes fisico-quimicas das cervejas, também se considerou importante analisar
estas ao nivel sensorial. A analise sensorial permitiu entdo avaliar as cervejas em termos de aparéncia,
aroma, sabor, sensacao e qualidade, e observar se existiram variaces ao longo do tempo de prateleira
foram, possam ter sido causadas por oxidacao ou por outros fatores (Heuberger A. et al,, 2012).

E necessario entender que a qualidade do sabor/aroma (fiavor) é um aspeto importante para a
maioria dos apreciadores e consumidores de cerveja. Assim sendo ¢ indispensavel que o sabor/aroma
tenha uma boa qualidade, sem poder escapar muito a estabilidade do sabor/aroma a que grande parte
dos consumidores esta acostumada (Baert J. ef a/,, 2012).

No final da avaliacdo das caracteristicas sensoriais das cervejas foram identificados e calculados

outliers de forma a excluir avaliacdes extremas ou desviadas.

4.3.9.1 Aparéncia
As caracteristicas visuais que se pretenderam avaliar na aparéncia das cervejas foram a cor, a

espuma e a turvacao, tal como mostra Figura 30.
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Relativamente a cor das cervejas observa-se que a cerveja do controlo apresenta melhor cor, ndo
se alterando ao longo do tempo de prateleira. Nas cervejas Recirculacdo Quente e Whirjpool foram
visiveis decréscimos na qualidade da cor, maioritariamente na cerveja de Recirculacdo Quente. Quanto
a cerveja Boi/a qualidade da cor manteve-se constante ao longo do tempo de armazenamento.

A qualidade da espuma é um aspeto da aparéncia da cerveja que ja tinha sido avaliada pelo
método de Audin (método fisico-quimico), de forma a determinar a sua estabilidade. Os resultados por
essa analise estdo de acordo com os resultados obtidos sensorialmente. Assim sendo ao longo do
tempo houve variacdes na qualidade da espuma, sendo a que apresenta melhor qualidade é sem
duvida alguma a cerveja de controlo, seguida da cerveja Boi/, Recirculacdo Quente e Whirlpool,
sucessivamente. Todas as cervejas menos a de Whirlpoo/ apresentam degradacdes em termos de

qualidade da espuma, o que pode revelar deterioracdes devido as temperaturas de armazenamento

nas cervejas.
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Figura 30 Gréaficos sensoriais relativos a aparéncia de cada cerveja em ti e tf.

Observando a turvacdo das cervejas, verifica-se que a cerveja de controlo no final do
armazenamento é a menos turva, no entanto a cerveja de Recirculacdo Quente apresenta-se
demasiado turva. A elevada turbidez nesta ultima cerveja pode ser explicada por formacbes de
precipitados por causa das temperaturas de armazenamento e também por causa da levedura residual

existente nas garrafas (Priest, F. and Stewart G., 2006).
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Conclui-se entdo que a cerveja que apresenta melhores caracteristicas visuais é a de controlo, em
que se observa degradacao na qualidade da espuma, melhoria ao nivel da turvacéo e estabilizacdo na
cor. Em contrapartida a cerveja de recirculacdo quente é a que se identifica como a pior em termos de

aparéncia, uma vez que se visualiza uma degradacao em todas as caracteristicas.

4.3.9.2 Aroma (odor)

O aroma da cerveja é influenciado por varios compostos presentes na cerveja, por isso a avaliacao
do aroma é bastante dificil e complexa. E realmente importante perceber que a analise do aroma nao
se dedica so a cheirar a cerveja, mas também a bebé-la por causa dos compostos volateis que se
libertam na boca e caminham em direccao a via retronasal. Esta via € a que faz ligacao entre a boca,
garganta e vias nasais (Baxter E. and Hughes P., 2001).

No grafico de perfis sensoriais da Figura 31 estdo representados os perfis aromaticos presentes
na para as cervejas no tempo inicial e final do ensaio. Para a realizacdo destes perfis sensoriais
aromaticos, decidiu-se escolher determinadas caracteristicas aromaticas consoante este tipo de
cervejas (Pilsner), que foram os aromas: frutado, solvente, papel/cartolina, frutos vermelhos,

caramelizado, sulfuroso e floral (Itpulo).
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Figura 31 Graficos sensoriais relativos ao aroma de cada cerveja em ti e tf.
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Analisando os graficos dos perfis aromaticos da Figura 31 verifica-se que na generalidade
existiram aumentos de todos os indicadores aromaticos em todas as cervejas ao longo do tempo de
prateleira.

Quanto ao aroma frutado e floral sdo os aromas mais significativos para este estilo de cerveja
(Pilsner), logo as cervejas de controlo e de Boi/ foram as que se identificaram mais com este tipo de
cerveja, porque foram nestas que se conseguiram uma melhor percecdo destes aromas.

Relativamente ao aroma a cartolina verificou-se um aumento em todas as cervejas exceto na
cerveja de controlo. Sendo que a percecdo deste aroma é considerado um indicador de oxidacdo da
cerveja, logo as cervejas referidas foram alvos de oxidacao (Priest, F. and Stewart G., 2006).

Verificou-se também um aumento quanto ao aroma a solvente no geral das cervejas, pode indicar
um aumento de ésteres ou outros alcoois (como o metanol). Estes compostos sdo sintetizados pela
levedura presente na cerveja, logo indicam que existiu atividade da levedura durante o armazenamento
da cerveja (Baxter E. and Hughes P., 2001).

Quanto ao aroma sulfuroso as cervejas Whirlpool e Recirculacdo Quente foram as que se
conseguiram notar mais este tipo de aroma. Este aroma esta relacionado com os compostos que
contém enxofre, em que nas cervejas /ager o composto maioritario presente costuma ser DMS. Este
composto pode ser originado durante o tempo de prateleira a partir da reducdo do DMSO
(dimetilsulfoxido) por acao da levedura. Por sua vez, a origem do composto DMSO tal como o nome
indica é o DMS oxidado. Quanto ao DMS é formado a partir da degradacdo da SMN (S-metilmetionina),
este que é originado durante a protedlise que acontece durante a maltagem do cereal. Em algumas
cervejas do tipo /ager europeias a percecdo de niveis mais elevados de DMS sdo mais aceitaveis. Por
esta razao a percecdo de aroma a sulfuroso nao é propriamente desagradavel nem inconveniente, mas
obviamente que em niveis exagerados acaba por ser (Briggs D. et al., 1999; Baxter E. and Hughes P.,
2001).

Consoante a percecao do aroma sulfuroso nas cervejas, considera-se que as cervejas B5oil,
Whirlpool e Recirculacdo Quente contém uma concentracao de levedura residual em cada garrafa

maior do que a de controlo.

4.3.9.3 Sabor
Com a andlise dos graficos de perfis de sabores da Figura 32, observou-se variacdes dos
diferentes sabores ao longo do tempo de prateleira das cervejas. Os cinco principais sabores que se

conseguem compreender e distinguir pelos recetores na superficie da lingua sédo o doce, o amargo, o
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salgado, 0 azedo e o umami. Destes sabores s6 trés deles foram avaliados, juntamente com os sabores
torrado, lupulado e acido (Baxter E. and Hughes P., 2001).

A cerveja de controlo foi a que apresentou ter um sabor mais amargo e a lupulo
comparativamente com as restantes. Em geral, com o armazenamento das cervejas verificou-se um
aumento de acidez/azedume, enquanto que o sabor tostado permaneceu constante. Os sabores mais
notaveis na cerveja foram o doce, o amargo e a lupulo.

O aumento da acidez/azedume em todas as cervejas ao longo do tempo de prateleira podem
estar relacionados com os acidos organicos, que sao subprodutos criados pelas leveduras durante a
fermentacao. Assim sendo estas caracteristicas sao indicadoras de refermentacdes em garrafa (Baxter
E. andHughes P., 2001).
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Figura 32 Graficos sensoriais relativos ao sabor de cada cerveja em ti e tf.

A percecao do sabor amargo e lupulado aumenta em todas as cervejas no tempo final de
avaliacdao exceto a de Recirculacao Quente. O resultado desta cerveja e da cerveja de controlo nao
estao de acordo com a analise quimica efetuada aos IBUs (unidade internacional de amargor).
Verifica-se uma percecdo melhor do lupulo nas cervejas Boil e Controlo, o que indica que estas

cervejas apresentam um sabor melhor do que as outras.
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4.3.9.4 Sensaciao (mouthieel)

A sensacdo na boca de um alimento ou de uma bebida, € um parametro de dificil avaliacdo e
definicdo, porque ainda hoje € um caso de estudo onde se tenta descrever o que é realmente este
parametro. A sensacdo na boca esta envolvida muito mais com a textura do que o sabor do alimento
(Baxter E. and Hughes P., 2001).

Na Figura 33 visualiza-se as caracteristicas que se escolheram para avaliar a sensacéo na boca
foram: a carbonatacdo, o corpo, a adstringéncia e o quente. Além destas poder-se-ia ainda avaliar
outras caracteristicas deste parametro, como por exemplo: mouthcoating, alcalinidade, powdery

(Baxter E. and Hughes P., 2001).

Controlo Whirlpool
Adstringente Adstringente
10 10

8
B
/ \ 4
Carbonataco \G/ Quente  Carbonatacdo & \ Quente

Corpo Corpo
Boil Recirculacao Quente
Adstringente Adstringente
10 10

8
B

3
B
Carbonatacdo /;\ Quente Carbonatacdo o

a8 Quente

Corpo t Corpo

—tf

Figura 33 Graficos sensoriais relativos a sensacao de cada cerveja em ti e tf.

Em geral todas as cervejas sofreram um aumento das caracteristicas da sensacdo na boca,
exceto a carbonatacéo da cerveja Boil/e o corpo da cerveja Recirculacao Quente, que decresceram.

A sensacado quente na boca é vista como a percecdo de etanol, esta que teve um aumento
consideravel na cerveja Boil, o que pode indicar que provavelmente ocorreu refermentacao em garrafa.

A sensacdo de adstringente nao é considerada uma boa sensacédo visto que ndo é uma

sensacao boa, principalmente em exagero.
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4.3.9.5 Qualidade geral
A avaliacdo da qualidade geral das cervejas foi divida em qualidade: visual, aromatica, de
sabor e de sensacao na boca, como se pode verificar nos graficos sensoriais presentes na Figura 34.
Observando os respetivos graficos dos perfis de qualidade, confirma-se que a cerveja de
controlo foi a que adquiriu melhor qualidade geral tanto no tempo inicial (ti) e final (tf). A cerveja Boi/
melhorou ao longo do tempo de prateleira, visto que no inicio do ensaio esta apresentou a pior
qualidade e no final foi a segunda melhor. Em relacdo as duas cervejas restantes, verificou-se uma

diminuicdo geral ao longo do armazenamento das cervejas, em que na Recirculacdo Quente existiu

uma diminuicao bem consideravel.

Controlo Whirlpool
Qualidade Qualidade
Visual Visual
10 10
B B
=]
Oualidade Qualidade 4
da Qualidade da Qualidade
Sensacaoc Aromatica Sensacdo Aromatica
na Boca na Boca
Qualidade Qualidade
de Sabor de Sabor
Boil Recirculacao Quente
Qualidade Quzlidade
Visual Visual
10 10
B B
5] &
Qualidade 4 Qualidade 4
da Qualidade da Qualidade
Sensacao Aromatica  Sensacao Aromatica
na Boca na Boca
Qualidade ! Qualidade
de Sabor I de Sabor

—tf

Figura 34 Graficos sensoriais relativos as qualidades gerais de cada cerveja em ti e tf.
Pode-se concluir que a técnica de adicao de lupulo no final da etapa de ebulicado do mosto,
apresenta melhores resultados na estabilidade da cerveja, do que as técnicas de whirlpool hopping e

hop back.
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4.3.9.6 Qualidade Global

Com a avaliacdo da qualidade global destas cervejas no inicio e no final (ti e tf) ao longo do
tempo de prateleira Figura 35, pode-se perceber um pouco mais de quais as melhores técnicas de
lupulizacao a utilizar na producao de cerveja para obter uma melhor qualidade.

A cerveja Controlo foi a que obteve melhor qualidade, o que pode indicar que é mais favoravel
utilizar mais de que uma técnica de lupulizacao na producao de uma cerveja.

Analisando o grafico da Figura 35 conclui-se que a adicdo de lupulo no final da etapa de
ebulicdo, confere uma melhor qualidade global ao longo do tempo de prateleira do que a adicao de
lupulo feita por hop back. Pode-se retirar esta conclusdo, visto que a qualidade das cervejas
Recirculacao Quente e Whirlpool foi inferior no tempo final de armazenamento. A avaliacdo global das

cervejas vai de acordo com a qualidade geral destas, como foi observado anteriormente.

10 -
9 .
8 .
7 .
& 6
S 5 it
3 | m tf
2 .
1 .
O .
Controlo Boil Recirculacao Whirlpool
Quente

Figura 35 Qualidade global das cervejas em ti e tf.

Relativamente a adicdo de lupulo na etapa de Whirlpool nao se pode concluir concretamente
referente a estabilidade da qualidade global devido aos erros demonstrados. Mesmo assim verifica-se
gue tanto manteve a qualidade global ou decresceu nela.

Consoante os erros demonstrados pela a analise sensorial sugere-se que se repita 0s ensaios,
se faca varias analises sensoriais e com equipas de provadores mais treinadas para este tipo de

analises.
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5 Conclusodes e sugestoes de trabalho futuro

A escolha das trés técnicas de lupulizacdo escolhidas foram baseadas tendo em conta varias
observacdes das extracdes aquosas realizadas, de seguida refere-se quais as técnicas escolhidas e a
causa dessas escolhas. A recirculacdo quente (#op back), porque nao demonstrou turvacdo nem
indicios de contaminacdo como as extracdes aquosas Recirculacdo Fria e Dry Hopping Estas 3
extracdes aquosas so foram realizadas mas ndo analisadas quimicamente;

A adicado do lupulo no fim da ebulicdo do mosto (Boi/ F) foi selecionada devido aos bons resultados
das analises em termos de aroma a lupulo (linalol) e poder antioxidante. Relativamente & caracteristica
de amargor, a analise de IBU foi contraditoria relativamente a sensorial, 0 que suscitou também algum
interesse;

A escolha do whirjpool hopping foi baseada no resultado da analise sensorial, onde se verificou
que a extracao Whirlpool foi a que apresentou melhor aroma. Além disso o whirlpool hopping é uma
técnica analoga a recirculacao quente.

Consoante as técnicas escolhidas as cervejas foram entdo produzidas utilizando uma
concentracdo de 2 g/L de lupulo Saaz, com a finalidade de avaliar a estabilidade destas ao longo
tempo de prateleira por acdo de avaliacdes quimicas e sensoriais. Além das cervejas produzidas
também se avaliou a cerveja de Controlo (cerveja do tipo Pilsner do Lote de producéo), esta que serviu
de comparacao em relacdo as restantes cervejas escolhidas.

Relativamente aos resultados obtidos neste estudo, podem-se retirar algumas conclusdes. As
temperaturas elevadas a que foram submetidas as 3 cervejas produzidas durante a etapa de
fermentacdo primaria, conduziram a fermentacdes rapidas (3 dias).

Comprovou-se também que as temperaturas de armazenamento elevadas (entre 22,5 °C e 19
°C) das cervejas influenciam negativamente a estabilidade da cerveja ao longo do tempo de prateleira,
como por exemplo: refermentacdes da cerveja em garrafa, diminuicdo do pH, diminuicado da
estabilidade da espuma, IBU (unidade internacional de amargor), maior concentracdo de etanol,
alteracao da concentracdo de compostos aromaticos importantes e alteracdes ao nivel sensorial.

As refermentacdes ocorridas por acao da levedura, originam acidos orgénicos como o acético,
lactico, entre outros que influenciam um decréscimo do pH na cerveja. Além disso as refermentacoes
também originam maior concentracao de etanol e CO2 nas cervejas.

Relativamente a analise de IBUs concluiu-se que o decréscimo deste parametro ao longo
tempo de prateleira na cerveja de Controlo é causado pela temperatura de armazenamento que

influencia mais ainda a oxidacdo dos iso-a-acidos. Quanto as restantes cervejas em que se verificou um
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aumento de IBUs ao longo do tempo de prateleira das cervejas pode-se concluir que a causa esta na
pior eficiéncia da remocdo do frub.

O poder antioxidante das cervejas também foi medido pelo método FRAP e foi possivel
observar um aumento ao longo do tempo de prateleira das cervejas. Uma vez que se esperava uma
diminuicdo do poder antioxidante ao longo do tempo devido as temperaturas elevadas de
armazenamento, uma hipétese sugerida para esta causa foi a menor eficiéncia da remocéo do #ub nas
3 cervejas produzidas, a qual pode ter originado uma maior dissolucdo dos polifenois de baixo peso
molecular presentes no lupulo. Assim sendo esta hipdtese nao estd de acordo com o que se passou a
com a cerveja de controlo, visto que existiu uma boa eficiéncia do #rub na producao desta cerveja.

Conclui-se que a diminuicao de etanol na cerveja Whirlpool ao longo do tempo é causada pela
oxidacdo do etanol em acetaldeido (reacdo de Fenton), esta que pode ser influenciada por elevadas
temperaturas de armazenamento e presenca de O2. Nas restantes cervejas comprovou-se a
refermentacdo devido as temperaturas de armazenamento elevadas, o que originou uma maior
concentracao de etanol.

Quanto aos compostos aromaticos, verificou-se a existéncia de oxidacdo do o-terpineol, uma
vez que desapareceu em todas as cervejas no tempo final. O melhor indicador de aroma lupulado na
cerveja, o linalol, a sua concentracao diminuiu na cerveja de Controlo ao longo do tempo devido a
reacdes de oxidacdo, enquanto que nas restantes cervejas se verificou um aumento. Este aumento
verificado é causado por biotransformacdes que ocorrem por parte da levedura, concluindo-se assim
mais uma vez a refermentacdo das cervejas ao longo do tempo de prateleira.

Concluiu-se que das 4 cervejas analisadas a que obteve melhores resultados de estabilidade
ao longo do tempo de prateleira foi a cerveja de controlo, e que das 3 técnicas de lupulizacdo utilizadas
na producao de cervejas artesanais, a que obteve melhores resultados de estabilidade nas cervejas ao
longo do tempo de prateleira foi a adicao de lupulo no final da ebulicdo do mosto, neste caso a cerveja
Boil.

Este trabalho podera apresentar varias melhorias em aspetos de analise de resultados e em

termos de investigacdo. Com este intuito apresenta-se as seguintes sugestdes:

e Sugere-se que se repita o ensaio GC-MS da extracao aquosa Whirlpool, o teste FRAP para todas
as cervejas e tempos, e 0 ensaio IBU para as 3 cervejas produzidas. Estas sugestdes sao
baseadas em resultados que nao foram de acordo com a literatura;

e Arepeticao dos ensaios em que os erros nos resultados das analises foram consideravelmente

grandes, nao podendo por isso tirar uma conclusao exata.
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ANEXO | = COMPOSICAO DO LUPULO

Na Figura A 1 esta representada a constituicdo das resinas totais presentes na generalidade

dos cones de lupulo.
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Figura A1 Esquema com os diferentes compostos presentes nas resinas do lupulo. Adaptado de (Almaguer et al, 2014).

Na Figura A 2 esta apresentada os diferentes polifendis presentes no ltpulo.
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Figura A2 Esquema dos diferentes polifendis presentes no ltpulo. Adaptado de (Almaguer et a/, 2014).
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ANEXO Il - EXTRACOES AQUOSAS

FRAP

A curva de calibracdo que relaciona os valores de absorvéncia e as concentracdes das

solucdes padrao ¢ dada pelo grafico da Figura A 3.
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Figura A 3 Curva de calibracéo das solucdes padrao.

As Concentracdes de Fe (Il) foram calculadas a partir da equacéo da recta das solucoes

padrées em que: x=concentracao de Fe (Il); y=Absorvéncia. Como as absorvéncias das amostras foram

medidas em duplicado, obteve-se concentracdes também em duplicado. De seguida calculou-se a

média e os desvios padrdes (erros) referentes a cada extracao.

Tabela A1 Dados do FRAP das extracdes aquosas

Extracdes . . Concentracao  Concentracao (UM o
PelE Absorvéncia 1 Absorvéncia 2 (UM Fe (1) 1 Fe (1) 2 Média
680,42 +
Mash 0,70 0,93 585,83 775,00 13376
Pré-Boil 1,02 1,05 850,83 875,83 863,33+
17,68
) 946,25 +
Boil | 1,07 1,20 894,17 998,33 7366
Boil M 1,09 1,07 910,00 894,17 902,08 +
11,20
Boil F 1,05 1,03 871,67 860,83 866,25
+7,66
Whirlpool 0,94 1,04 783,33 865,83 825253ii
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IBU

Para o calculo dos IBUs mediu-se as absorvéncias para cada extracdo aquosa em duplicado.

Como po exemplo para a extracdo aquosa Mash.
Diferenca 1 = 3,19 — 3,11 = 0,07;
IBU1 = 10,07 x50 = 3,50.

Efetuou-se os mesmos calculos acima referidos para o IBU 2, e depois calculou-se a média e

respetivos desvios padrao (erros), como se pode analisar na Tabela A 2.

Tabela A 2 Dados da analise de IBUs relativa as extracdes aquosas

Extracdes Absorvéncia Absorvéncia Diferenca Diferenca IBU 1 IBU 2 Média

Aguosas 1 2 1 2
Mash 3,19 3,20 0,07 0,08 3,50 4,10 3,80+0,42
Pré-Boil 3,34 3,35 0,22 0,23 11,20 1160 11,40+0,28
Boil | 3,34 3,33 0,22 0,21 10,95 10,40 10,68 +0,39
Boil M 3,30 3,32 0,18 0,20 9,20 10,056 9,63 +0,60
Boil F 3,33 3,33 0,22 0,22 10,80 10,85 10,83 +0,04
Whirlpool 3,27 3,32 0,16 0,21 7,80 10,25 9,03+1,73

Analise de compostos volateis

A partir da cromatografia gasosas por espectrometria de massa foi possivel identificar e
quantificar alguns compostos volateis. Na Tabela A 3 estdo apresentados dados de area e
concentracdo referentes a esses compostos. Para calcular a concentracdo foi necessario recorrer a

alguns calculos, como por exemplo na extracao aquosa Mash:

(2205000%308)

Concentracao (4-nonanol) = 705000~ 308 ug/L
. 104752x308

Concentracao (linalol) = 205000 - 14,63 pg/L
- . 23775x308

Concentracao (o-terpineol) = 205000 - 3,32 ug/L
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Tabela A 3 Dados analisados por GC-MS do linalol, 4-nonanol e a-terpineol, relativos as extracdes aquosas

Area Concentracao (ug/L)
Extracdes
linalol 4-nonanol  o-terpineol linalol 4-nonanol o-terpineol

Aquosas
Mash 104752 2205000 23775 14,63 308 3,32
Pré-Boil 78882 1259000 10036 19,30 308 2,46
Boil 95385 1816000 17276 16,18 308 2,93
Boil M 80265 1249000 1211 19,79 308 0,30
Boil F 79689 1189000 9010 20,64 308 2,33
Whirjpool 4435 655679 4263 2,08 308 2,00
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ANEXO Ill - CERVEJAS

As analises dos parametros Brix, pH, velocidade de degradacdo da espuma e condutividade
elétrica foram realizadas ao longo do tempo de prateleira (0; 15; 30; 45; 90 dias). Nas 4 tabelas
seguintes estdo apresentados as médias e os desvios padrao (erros) de cada variavel para todas as

cervejas ao longo do tempo de prateleira.

Tabela A 4 Valores do Brix nas cervejas ao longo do tempo de prateleira

Brix®
tempo (@) Whirlpoo/ Controlo Recirculacao Quente Boil
0 7,35+ 0,07 6,25 + 0,07 7,75 + 0,07 5,55 + 0,07
15 7,05 + 0,07 5,65 + 0,07 5,95 + 0,07 5,45 + 0,07
30 6,85 + 0,07 5,35+ 0,07 5,85+ 0,07 5,05+ 0,07
45 6,85 + 0,07 5,35+ 0,07 5,85+ 0,07 5,45 + 0,07
90 6,75 + 0,07 5,35+ 0,07 5,75+ 0,07 5,05+ 0,07

Tabela A5 Dados do pH nas cervejas ao longo do tempo de armazenamento

pH
tempo (@) Whirlpoo/ Controlo Recirculacdo Quente Boil
0 454+0,03 442+0,01 4,49 + 0,03 4,40 + 0,01
15 455+0,01 449+0,01 4,45+ 0,01 4,39 +0,01
30 461+001 447+0,01 4,46 + 0,01 4,45 + 0,02
45 453+0,01 443+0,01 4,26 + 0,01 4,29 +0,01
90 455+0,01 445+0,01 4,37 +0,01 4,31 +0,01

Tabela A 6 Dados da velocidade de degradacdo da espuma nas cervejas ao longo do tempo de prateleira

Velocidade de Degradacao da Espuma (mm/s)
tempo (@) Whiripoo/ Controlo Recirculacdo Quente Boil
0 116 602 119 289
15 102 547 246 260
30 102 547 246 260
45 80 414 130 243
90 135 620 207 229
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Tabela A 7 Valores da condutividade elétrica das cervejas ao longo do tempo de prateleira

Condutividade Eléctrica (ms/cm)
tempo (q) Whirlpoo/ Controlo  Recirculacdo Quente Boil
0 1,64 +0,12 1,48+0,01 1,54 + 0,05 1,57 + 0,04
15 1,74 +0,01 191+0,01 1,72 £ 0,01 1,72 + 0,01
30 1,84+ 0,01 1,82+0,01 1,89 +£0,01 1,80+ 0,01
45 1,83+0,01 1,81+0,01 1,81 £ 0,01 1,77 £ 0,01
90 1,86 + 0,01 1,80+0,01 1,87 +£0,01 1,80+ 0,01

FRAP

O calculo da atividade antioxidante para as cervejas em ti e tf, foi efetuado do mesmo modo
das extracdes aquosas acima referido. Assim sendo na Figura A 4 esta representada a curva de

calibracao realizada a partir das solucdes padrao.
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Figura A 4 Curva de calibracao das solucdes padrao do relativas ao FRAP em tf.

Na Tabela A 8 pode-se visualizar as médias e os desvios-padrao referentes as cervejas

analisadas pelo método FRAP.
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Tabela A 8 Dados do método FRAP relativos as cervejas em ti e tf

Aborvéncia Absorvéncia Concentracdo Concentragao

tempo Cervejas 1 5 (UM Fe(l)) 1 (UM Fe(l) 2 Média
. 2837,50 +

Boil 0,68 0,69 2812,50 2862,50 35 36
Whirlpool 0,67 0,69 2800,00 2862,50 282i,l2 95 *

ti )

Recirculacado Quente 0,63 0,66 2616,67 2741,67 268753197 *
3162,50 +

Controlo 0,74 0,77 3100,00 3225,00 88 39
Boil 0,62 0,64 4457,14 4585,71 4521,43 +

90,91
Whirpool 0,67 0,70 4750,00 5021,43 4885,71 +

i 191,93
Recirculacao Quente 0,61 0,64 4350,00 4600,00 417756(;(;1
4496,43 +

Controlo 0,61 0,65 4364,29 4628,57 186.88

IBU

O célculo dos IBUs para as cervejas em ti e tf, foi efetuado do mesmo modo das extracoes

aquosas referidas no Anexo Il. Na Tabela A 9 estao representados dados referentes a analise de IBUs.

Tabela A9 Dados da avaliacdo de IBUs de todas as cervejas em ti e tf

Absorvéncia Abosrvéncia Diferenca Diferenca

Tempo Cervejas 1 5 1 5 IBU1 IBUZ2 Média
Boil 3,18 3,19 0,06 0,07 3,10 3,40 3,25+0,21
i Whirlpool 3,24 3,24 0,12 0,12 6,05 6,05 6,05+ 0,00
Recirculacdo Quente 3,21 3,20 0,09 0,08 4,50 410 4,30+0,28
Controlo 3,29 3,28 0,17 0,17 8,65 8,26 8,45+0,28
Boil 3,27 3,26 0,15 0,14 7,50 6,90 7,20+0,42
” Whirlpool 3,28 3,24 0,16 0,12 8,15 6,00 7,10+1,/48
Recirculacao Quente 3,29 3,24 0,17 0,12 8,70 590 7,30+1,98
Controlo 3,25 3,22 0,14 0,10 6,85 505 595+127
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Etanol

Para ser possivel calcular a concentracdo de etanol presente nas cervejas, primeiro foi
realizada uma curva de calibracdo (Figura A 5) a partir de solucdes padrdo com diferentes

concentracdes de etanol.

1600
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200 s
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0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo (g/L)

Figura A5 Curva de calibracdo do etanol em Ti.

Dados referentes a curva de calibracdo em Tf: y=1372,2x; R?=0,9902, em que y=area e

x=concentracao etanol. A partir das areas retiradas dos cromatogramas do HPLC relativas a cada
cerveja, foram calculadas as concentracdes consoante as equacdes das curvas de calibracdo. Depois
de calculadas as concentracdes relativas a cada cerveja, foram calculadas as % de etanol (v/v) e

respectivos erros, como por exemplo para a cerveja Boil

61,67
v 0,789
0, —_ = — =
%o (v) 10 7,82

Desvio-padrao (erro) a partir do R?da curva de calibracao em ti:

0,0204

1-0,9796 = 0,0204 - 0,789

= 0,0025
SD (erro) = 7,82 x 0,0025 = 0,02

Consoante os calculos acima efetuados para todas as cervejas em ti e tf, preencheu-se a

Tabela A 10.
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Tabela A 10 Dados referentes ao etanol nas cervejas em ti e tf

, ; Concentragao .
tempo Cervejas Area (/L) %(v/V)

Boil 8207 61,67 7,82 + 0,02

Whirlpool 7021 52,76 6,69 + 0,02

f Recirculacao 7332 5510 | 6,98 + 0,02
Quente

Controlo 6118 45,98 5,83 +0,02

Boil 80226,05 60,06 7,61 + 0,02

Whirlpool 59883,46 43,64 5,563 +0,02

t Recirculacao  gn73760 5847 | 7,41+ 0,02
Quente

Controlo 82419,6 58,84 7,46 + 0,02

Analise de compostos volateis

Na Tabela A 11 estao as areas de cada composto que foram retiradas da cromatografia gasosa

por espectrometria de massa, e também as concentracoes calculadas a partir dessas areas. Esses

calculos efectuaram-se da mesma forma do que para as extracées aquosas, como se pode verificar no

Anexo Il.

Tabela A 11 Dados do linalol, 4-nonanol e a-terpineol nas cervejas em ti e tf

Area Concentracées (ug/L)
tempo Cervejas 4-nonanol linalol  o-terpineol  4-nonanol  linalol  a-terpineol
Boil 1605000 106338 27006 308 20,41 5,18
i Whirlpool 764897 46592 20057 308 18,76 8,08
Recirculacdo Quente 1238000 69936 28787 308 17,40 7,16
Controlo 634696 68801 24330 308 33,39 11,81
Boil 9914000 822151 0 308 25,54 0
” Whirlpool 6440000 576300 0 308 27,56 0
Recirculacdo Quente 3486000 292884 0 308 25,88 0
Controlo 6912000 544061 0 308 24,24 0
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